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RESUMO 

O resveratrol é um polifenol antioxidante natural encontrado especialmente na epicarpo 

da uva, em nozes e na romã o qual pode inibir a ativação de mediadores pró-

inflamatório e citocinas na fase precoce de expressão do gene. Já é bem conhecido que 

as lectinas são proteínas de ligação de açúcares que atuam tanto como moléculas pró- e 

anti-inflamatórias. Assim, o objetivo do presente trabalho foi o de verificar a ligação de 

um composto de polifenol com uma lectina de Canavalia maritima (ConM) com base 

na sua capacidade para inibir processos pró-inflamatórios. Para alcançar este objetivo, a 

ConM foi purificada e cristalizada, uma solução de 5 mM de resveratrol 5 mM foi 

utilizada  para soaking durante 2 horas de incubação. Os cristais obtidos pertencem ao 

grupo espacial monoclínico C2, o refinamento final resultou em um Rfactor de 16,0% e 

uma Rfree de 25,5%. Resveratrol se liga na  rígida através de pontes de hidrogênio e 

interação hidrofóbica com aminoácidos que compõem a quinta e sexta fita-ȕ da folha-ȕ 

rígida da ConM. A ConM complexada com o resveratrol inibiu a oxidação do DPPH, 

mostrando atividade sinérgica entre a proteína e o ligante com a relação mais eficaz de 

2:3. Foi verificado ainda que o sítio de ligação a carboidratos não está diretamente 

relacionado à atividade antioxidante. É a interação entre ConM e resveratrol, que indica 

o sinergismo destas duas moléculas em agir como agentes sequestrantes de radicais 

livres que podem estarem relacionados a capacidade de  redução do processo 

inflamatório através da inibição de muitos mediadores pró-inflamatórios por lecitinas. 

Palavras-chave: Canavalia maritima; resveratrol; antioxidante, lectina. 

 

 

 

 

 

 

 



13 

 

ABSTRACT 

 

Resveratrol is a natural antioxidant polyphenol found especially in grape epicarp, 

walnuts, and pomegranates, which can inhibit the activation of proinflammatory 

mediators and cytokines at the early gene expression stage. It is well known that lectins 

are sugar-binding proteins that act as both pro- and anti-inflammatory molecules. Thus, 

the objective of this work was to verify the binding of a polyphenol compound with a 

lectin of Canavalia maritima (ConM) based on their ability to inhibit pro-inflammatory 

processes. To accomplish this, ConM was purified and crystallized, and resveratrol was 

soaked at 5 mM for 2 hours of incubation. The crystal belongs to the monoclinic space 

group C2, the final refinement resulted in an Rfactor of 16.0% and an Rfree of 25.5%. 

Resveratrol binds in the rigid ȕ-sheet through H-bonds and hydrophobic interaction with 

amino acids that compose the fifth and sixth ȕ-strands of the rigid ȕ-sheet of ConM. The 

ConM and resveratrol inhibited DPPH oxidation, showing synergic activity with the 

most effective ratio of 2:3 and carbohydrate binding site is not directly related to 

antioxidant activity. It is the interaction between ConM and resveratrol that indicates the 

synergism of these two molecules in acting as free radicals scavengers and in reducing 

the inflammatory process through the inhibition of many pro-inflammatory events. 

 

Keywords: Canavalia maritima; resveratrol; antioxidant, lectin. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Histórico das lectinas 

No final do século XIX, alguns estudos relacionados a proteínas com 

capacidade de aglutinar hemácias, foram explorados em trabalhos científicos por grupos 

que pesquisavam a toxicidade de extratos de plantas e venenos de serpentes. Essas 

proteínas eram chamadas de hemaglutininas ou fitohemaglutininas, pois eram em sua 

maioria encontradas em plantas. A primeira observação de uma atividade aglutinante 

derivada de lectinas foi descrita por Silas Weir Mitchell em 1860, em extrato de veneno 

de cobra Crotalus durissus (MITCHEL et al., 1860, 1886). Já para as lectinas de 

plantas, acredita-se que o primeiro relato foi feito por Peter Herrman Stillmark em sua 

tese de doutoramento na universidade de Dorpat na Estônia com o título “Über Ricin 

ein giftiges Ferment aus den Samen von Ricinus communis L. und einigen anderen 

Euphorbiaceen” (Sobre a Ricina: Um fermento tóxico de sementes de Ricinus communis 

L. e algumas outras  espécies de Euforbiacias). Ele havia isolado uma hemaglutinina 

altamente tóxica extraída de sementes de mamona (Ricinus communis) a qual 

denominou como ricina (STILLMARK, 1888). Subsequentemente, H. Hellin isolou 

também uma hemaglutinina tóxica de sementes de Jequirití (Abrus precatorius). Ambas 

se tornaram comercialmente disponíveis e foram utilizadas por Paul Ehrlich como 

antígenos modelos para estudos imunológicos, estabelecendo vários princípios 

fundamentais da imunologia através dessas proteínas (VAN DAMME et al, 1998; 

SHARON; LIS, 2004).  

Apenas em 1919, a primeira hemaglutinina foi purificada de sementes de 

feijão de porco (Canavalia ensiformis) por James B. Sumner na Universidade de 

Cornell (Estados Unidos). Em 1936, Sumner e Howell demonstraram que a 

Concanavalina A (ConA) possuía habilidade de aglutinar células como eritrócitos e 

fungos e precipitar glicoconjugados em solução. Sumner também demonstrou que esta 

atividade poderia ser inibida por sacarose, demonstrando pela primeira vez a 

especificidade dessas lectinas por açúcar. (SHARON; LIS, 2004). 

A ideia de que a toxicidade é uma propriedade intrínseca das lectinas foi 

abandonada no início do século XX, depois que Ladsteiner e Raubitscheck, em 1907, 

relataram pela primeira vez a presença de uma lectina não tóxica nas leguminosas 
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Phaseolus vulgaris (feijão comum), Pisum sativum (ervilha), Lens culinaris (lentilha) e 

Vicia sativa. Após o trabalho de Landsteiner e Raubitscheck, muitas outras 

hemaglutininas vegetais não tóxicas foram descobertas. Tornou-se, a partir de então, 

evidente que lectinas estão difundidas no reino vegetal e que a toxicidade atribuída a 

elas é exceção, e não regra (VAN DAMME et al., 1998).  O marco seguinte na história 

das lectinas vegetais foi a descoberta realizada por Renkonen (1948), Boyd e Reguera 

(1949) de que algumas hemaglutininas exibem uma clara preferência por eritrócitos de 

um grupo particular de tipo sanguíneo dentro do sistema ABO. Começou-se a observar 

que algumas proteínas vegetais obtidas de sementes de plantas podiam reconhecer um 

grupo específico e aglutiná-lo e que hemácias do sistema ABO respondiam ao contato 

com essas hemaglutininas de maneira distinta, umas aglutinando e outras não (VAN 

DAMME et al., 1998).  A habilidade das aglutininas de plantas em distinguir eritrócitos 

de diferentes tipos sanguíneos levou Boyd e Shapleigh a proporem em 1954 o termo 

“lectina” (do latim legere, que significa selecionar ou escolher) para nomear essas 

proteínas (SHARON; LIS, 2004).   

Outro grande marco na história das lectinas ocorreu em 1960, quando Petter 

C. Nowell demonstrou que a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) possui atividade 

mitogênica sobre linfócitos. Essa descoberta teve um impacto revolucionário sobre a 

imunologia, pois até aquele momento acreditava-se que os linfócitos eram células 

incapazes de se dividir ou de se diferenciar em outros tipos celulares (SHARON; LIS, 

2004). 

1.2 Definições  

Lectinas são proteínas de origem não-imune com pelo menos um sítio de 

ligação não catalítico que reconhecem e interagem de forma reversível com carboidratos 

(PEUMANS; VAN DAMME, 1995). As lectinas foram primeiramente descritas por sua 

capacidade de aglutinar células sanguíneas através de ligações cruzadas com resíduos de 

açúcar presentes na superfície dessas células. Elas são classicamente consideradas um 

grupo heterogêneo de proteínas, com propriedades bioquímicas e atividades biológicas 

acentuadamente diferentes, apresentando funções biológicas em processos importantes 

como infecções (TOSCANO et al., 2007), fertilização (TÖPFER-PETERSEN; 

CALVETE, 1996), câncer (GENG, 2003), transporte proteico (LIU et al., 2000) e 

embriogênese (VASTA et al., 2004). Também são ferramentas importantes na biologia, 
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histologia e medicina (VAN DAMME et al., 1998), nos estudos em fisiologia vegetal e 

defesa de plantas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; DELATORRE et al., 2007), bem 

como nos estudos de relações ecológicas com bactérias fixadoras de nitrogênio, 

constituindo micorrizas (MURDOCK; SHADE, 2002). 

As lectinas são divididas estruturalmente em quatro grupos, merolectinas, 

hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Figura 1). As merolectinas consistem de 

apenas um domínio de ligação a carboidrato sendo, portanto, monovalentes e não possui 

a capacidade de aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados. As hololectinas são 

constituídas de domínios ligantes a carboidratos, porém contêm ao menos dois de tais 

domínios idênticos, ou seja, que se ligam a açúcares estruturalmente relacionados, sendo 

neste grupo que se encontram a maioria das lectinas de planta, que são di ou 

multivalentes e aglutinam células e/ou precipitam glicoconjugados. As quimerolectinas 

são proteínas de fusão consistindo de um ou mais domínios de ligação a carboidratos, 

dispostos de forma sequencial a um domínio não relacionado. Este último domínio pode 

ter uma atividade enzimática bem definida ou alguma outra atividade biológica que atua 

independentemente do domínio de ligação a carboidratos. Dependendo do número dos 

sítios de ligação a carboidratos, as quimerolectinas podem se comportar como 

merolectinas ou como hololectinas. Finalmente, as superlectinas são aquelas lectinas 

que se ligam pelo menos a dois tipos de carboidratos estruturalmente diferentes 

(PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Mais recentemente, lectinas foram definidas como 

um dos grupos mais importantes de proteínas responsáveis por decifrarem o glicocódigo 

(GABIUS, 2000). Elas desempenham um papel central em uma variedade de eventos 

biológicos, como reconhecimento de moléculas em células e interações célula-célula 

(SHARON; LIS, 2004). 
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Figura 1. Classificação estrutural de lectinas. Representação esquemática de merolectinas (Heveína; 

PDB: 1Q9B), hololectinas (lectina de Camptosema pedicelatum CPL; PDB: 3U4X), quimerolectinas 

(Ricina; PDB: 2R2X) e superlectinas, (lectina da bactéria Burkholderia cenocepacia BC2L-C PDB: 

2XR4). 

 

1.3 Lectinas vegetais 

Lectinas foram primeiramente identificadas em plantas no início do século 

XX, mas a comunidade científica teve um interesse maior por esta classe de proteínas a 

partir dos anos sessenta, coincidindo com o nascimento da glicobiologia. O interesse foi 

motivado principalmente pelo uso de lectinas na detecção, isolamento e caracterização 

de oligossacarídeos, na tipagem sanguínea e identificação de glicoconjugados, 

especialmente glicoproteínas. A grande descoberta de que certas condições fisiológicas 

e patológicas estavam associadas a alguma mudança no estado de glicosilação das 

células só foi possível através da utilização de lectinas. O número de publicações sobre 

lectinas tem visto um grande crescimento, principalmente devido à abundância de 

lectinas em todos os organismos vivos, com certa facilidade de purificação. Nos últimos 

anos a comunidade científica começou a considerá-las como moléculas bioativas, 

aumentando o interesse nas funções biológicas destas moléculas. Percebe-se de 



26 

 

imediato a extrema variabilidade das lectinas, primeiro em termos de estrutura primária, 

e, como resultado das primeiras estruturas resolvidas por difração de raios X, em termos 

de estrutura tridimensional (SHARON, 2007; LORIS, 2002). 

A habilidade para o reconhecimento e ligação a carboidratos específicos 

distinguem as lectinas de todas as outras proteínas de plantas. Elas são classicamente 

consideradas um grupo heterogêneo de proteínas, pois apresentam propriedades 

bioquímicas e atividades biológicas acentuadamente diferentes, distintas estruturas 

moleculares e especificidades (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). 

Apesar das lectinas serem amplamente distribuídas no reino vegetal, 

abrangendo principalmente as famílias Leguminosae, Gramineae, Algae, 

Euphorbiaceae, entre outras, a família Leguminosae é a que apresenta o maior número 

de lectinas isoladas e destas destacam-se principalmente as de sementes (SHARON; 

LIS, 1993; PRAKASHKUMAR et al., 1998; LORIS et al., 1998), embora possam ser 

encontradas também em outras partes das plantas, como folhas (RATANAPO et al., 

2001), frutos (SAMPIETRO et al., 2001), raízes de algumas Convolvulaceae 

(PEUMANS et al., 1997) e tubérculos (SUSEELAN et al., 2002). 

Lectinas de vegetais são as mais bem caracterizadas dentre os grupos de 

lectinas estudadas. Algumas funções têm sido propostas para as lectinas vegetais, tais 

como: proteção contra patógenos e insetos, transporte e armazenamento de carboidratos, 

reconhecimento celular (dentro da célula, entre células ou entre organismos), proteínas 

de reserva ou reguladores de crescimento (PUSZTAI, 1991).  

A interação de lectinas com carboidratos é bastante específica, tanto quanto 

a interação entre uma enzima e seu substrato, ou antígenos com anticorpos. As lectinas 

ligam-se a açúcares livres ou polissacarídeos, glicoproteínas ou glicolipídeos, que estão 

livres ou associados a membranas (PUSZTAI, 1991). 

Lectinas vegetais apresentam-se distribuídas em vários grupos botânicos, 

incluindo mono e dicotiledôneas, musgos e líquens, mas são mais frequentemente 

estudadas em Leguminosae e Euphorbiaceae (PUSZTAI, 1991). Nos vegetais, as 

lectinas são encontradas em vários tecidos e apresentam diferentes localizações 

celulares, bem como diferentes propriedades moleculares.  As lectinas são mais 

abundantes nas sementes, porém podem facilmente ser encontradas em outras partes 
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vegetativas. Em sementes de leguminosas estão prevalentemente nos tecidos 

cotiledonares (PUSZTAI, 1991).  

As lectinas de plantas são classificadas em sete grupos de acordo com as 

semelhanças estruturais e evolutivas. Esses grupos são nomeados de lectinas de 

leguminosas, lectinas ligantes à quitina, lectinas de monocotiledôneas, proteínas 

inativadoras de ribossomo tipo 2 (RIP), lectinas de floema de Cucurbitaceae, família da 

Jacalina e das Amaranthaceae (Figura 2) (VAN DAMME et al., 1998).   

As lectinas de leguminosas têm como principal representante a lectina 

isolada de sementes de Canavalia ensiformis (ConA). É uma proteína que requer 

cátions divalentes em sítio ligante a metal. Cada subunidade possui um íon Ca2+ e Mn2+, 

que é essencial para a atividade de ligação a carboidrato da lectina. Os aminoácidos 

envolvidos na ligação desses íons são altamente conservados (VAN DAMME et al., 

1998). 

As proteínas ligantes à quitina (polímero de N-acetil-glicosamina) contêm o 

chamado domínio heveínico. O termo ‘heveína’ refere-se a uma pequena proteína de 43 

resíduos de aminoácidos encontrada no látex da seringueira (Hevea brasiliensis) 

(WALJUNO et al., 1975). As quitinases classe I, por exemplo, são quimerolectinas 

compostas de um único domínio heveína ligado a um domínio catalítico com atividade 

quitinásica. Essas lectinas também são encontradas em Gramineae, Solanaceae, 

Urticaceae, Papaveraceae e Amaranthaceae (COLLINGE  et  al.,  1993). 

A lectina de bulbos de Galantus nivalis (GNA) foi a primeira lectina de 

monocotiledônea ligante de manose a ser isolada e caracterizada (VAN DAMME et al., 

1987). Desde então, proteínas similares têm sido encontradas em espécies de 

monocotiledôneas, como nas famílias Amalyllidaceae, Alliaceae, Araceae, Liliaceae, 

Orchidaceae e Bromeliaceae (PEUMANS; VAN DAMME et al., 1995).  
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Figura 2. Classificação das lectinas vegetais. (a) Lectina de monocotiledôneas ligantes à manose, 

aglutinina de Galanthus nivalis (GNA PDB: 1MSA) (b) Lectinas relacionadas às Jacalinas, Jacalina 

(PDB: 1UGW), (c) Lectinas de leguminosas, aglutinina de Ulex europaeus (UEA PDB: 1FX5), (d) 

Amarantina, Amarantina (1JLX), (e) Lectina ligante à quitina compostas por domínios heveínicos, 

Heveína (PDB: 1Q9B (f) RIP’s do tipo II, Abrina (PDB: βZR1). 

 

 

As proteínas inativadoras de ribossomos são quimerolectinas compostas de 

um polipeptídeo constituído de um domínio adenosina glicosidase (cadeia A) ligado ao 

domínio ligante a carboidrato (cadeia B) (STIRPE; BATTELLI, 2006). Ambas as 

cadeias são sintetizadas por uma única molécula precursora a qual é processada após a 

tradução através da excisão de uma ligação entre as cadeias A e B (VAN DAMME et 

al., 1998; STIRPE; BATTELLI, 2006). A ricina (R. communis) e abrina (A.  

precatorius) são exemplos de RIP’s tipo β com potentes atividades biológicas (VAN 

DAMME et al., 1998).   

A Jacalina é uma lectina de sementes da jaca (Artocarpus integrifolia) que 

apresenta especificidade a galactose.  Lectinas de Moraceae são consideradas um grupo 

de lectinas que ocorrem excessivamente nesta particular família de plantas com 
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características da jacalina. Por repetirem-se em lectinas de outras famílias de plantas, 

muito provavelmente, a família jacalina também é uma superfamília de lectinas que 

ocorre em diferentes grupos taxonômicos (PEUMANS et al., 2000).   

Muitas espécies de Curcubitaceae contêm alta concentração de lectinas que 

se ligam a oligômeros de GlcNAc (WANG et al., 1994). Todas as lectinas conhecidas 

do floema de Curcubitaceae mostram um grau de similaridade sequencial entre si, mas 

não têm qualquer similaridade sequencial com outras lectinas de plantas ou outras 

proteínas (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). 

1.4 Estruturas tridimensionais das lectinas de leguminosa 

A primeira lectina cristalizada foi a lectina da semente de Canavaila 

ensiformis (ConA) pelo o pesquisador  James B. Sumner que utilizou a técnica para 

purificar esta proteína em 1919 (SUMNER, 1919).  Passaram-se cinquenta e três anos 

até que sua estrutura tridimensional fosse elucidada por cristalografia de raios X em 

1972 (EDELMAN  et al., 1972; HARDMAN  et al., 1972). Subsequentemente, outras 

lectinas de leguminosas foram cristalizadas e tiveram suas estruturas tridimensionais 

resolvidas. Hoje, existem vários grupos no mundo trabalhando com purificação e 

caracterização estrutural de lectinas vegetais.  

Em geral, nas lectinas de leguminosas, a estrutura do monômero é bem 

conservada. Ela consiste principalmente de folhas-ȕ, que são conectadas por loops, em 

que se encontram cerca de 50% dos aminoácidos. O monômero é formado por duas 

folhas-ȕ de fitas antiparalelas: uma folha-ȕ composta por seis fitas antiparalelas, a folha-

ȕ anterior, e outra composta por sete fitas, a folha-ȕ frontal (BANERJEE  et al., 1996). 

A principal região hidrofóbica está localizada entre as folhas frontal e anterior. Esse 

enovelamento terciário é conhecido como motivo “jelly-roll” (Figura 3) (WILLIAMS; 

WESTHEAD, 2002). 
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Figura 3. Monômero típico de uma lectina de leguminosa. Representação do motivo jelly-roll da 

lectina de Canavalia brasiliensis destacando o domínio de reconhecimento a carboidrato (DRC) e folhas-

ȕ posteriores e anteriores.  

 

Na estrutura das lectinas de leguminosas, o domínio de ligação a carboidrato 

é estabilizado e ativado por íons de manganês e cálcio. Eles estão a uma distância de 

aproximadamente 4,5 Å um do outro e estão ligados por dois aspartatos. O evento chave 

na ativação do DRC pelos íons é a isomerização da ligação peptídica entre alanina 207 e 

aspartato 208 de trans para cis, cujo aspartato 208 é movido para uma posição de 

ligação a carboidrato (Figura 4). Na estrutura da ConA desmetalizada, o aspartato 208 

se apresenta afastado do DRC (LORIS et al., 1998) . A ligação a carboidratos se dá, por 

interações apolares entre as porções apolares dos açúcares e resíduos de aminoácidos 

aromáticos (tirosina e fenilalanina), e por pontes de hidrogênio formadas entre as 

hidroxilas dos carboidratos e com cadeias laterais. Em lectinas de leguminosas o DRC é 

formado pelos resíduos de aminoácidos: Tyr12 Asn14, Leu99, Tyr100, Asp208 e 

Argββ8. Dentre esses resíduos, há uma região de “loop” (97-102) onde se acredita ser a 

região que determina a especificidade por monossacarídeos das lectinas de leguminosas, 

podendo ser específicas a glicose/manose ou a galactose (LORIS, et al., 1998).  As 

regiões dos DRCs são conservadas nas lectinas de Diocleinae, mas na estrutura da 
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lectina de Canavalia maritima (ConM) há uma mutação no resíduo 202, a qual uma 

serina se encontra no lugar de uma prolina. Esse resíduo, apesar de não estar 

relacionado diretamente ao DRC, propicia um deslocamento da Tyr12 para dentro do 

DRC, o que lhe confere um aumento significativo na capacidade da ConM se ligar à 

dissacarídeos (GADELHA et al., 2005). 

Figura 4. Representação em cartoon da interação a metais das lectinas de leguminosas. Sítio de 

ligação a metais Ca2+ e Mn2+  esferas verde e lilás respectivamente) e interações com aminoácidos 

(representação em sticks) que estabilizam o sítio de ligação ao carboidrato na lectina de Canavalia 

ensiformis (ConA) PDB 1CVN. 

 

 

A estrutura quaternária das lectinas de leguminosas é composta de duas ou 

quatro subunidades, cada uma com um único sítio de ligação a carboidratos de mesma 

especificidade. As subunidades interagem por forças não covalentes. Em relação aos 

arranjos quaternários, essa família tem sido classificada em nove tipos, compostos por 

sete interfaces diméricas diferentes (BRINDA et al., 2004; SINHA et al., 2007). Esses 

sete modos de interação estão representados na tabela 1. Moreno et al, (2008) relataram 
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um novo modo de interação observado na lectina de Lotus tetragonolobus (LTA), que 

forma um homotetrâmero composto de dois dímeros interagindo de modo X4 que 

interagem de forma invertida quando comparado com o tetrâmero da lectina de 

Griffonia simplicifolia (GS IV).  Dentre os modos de interação, duas formas de 

associação são encontradas na estrutura quaternária das lectinas da subtribo Diocleinae. 

Os dímeros canônicos ou associação do Tipo II são estabilizados, principalmente, por 

pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas. A interação entre esses dímeros forma o 

tetrâmero, sendo essa associação chamada de interface X2. O dímero canônico é 

caracterizado pela associação lada a lado de duas folhas-ȕ anteriores, uma de cada 

monômero, formando, assim, uma folha-ȕ contínua de 1β fitas. A interface do dímero se 

forma de tal modo que as folhas-ȕ ficam face a face, formando estruturas rígidas.  

Tabela 1. Sete diferentes tipos de interface formados durante a oligomerização de lectinas de 

leguminosas (Adaptado de Sinha et al., 2007). 

 

Os DRCs de cada monômero se encontram nos extremos dos dímeros. A 

estrutura quaternária pode apresentar rotações e/ou translações, se for comparada entre 
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as diversas lectinas da subtribo Diocleinae. Por exemplo, no caso da ConBr, os dímeros 

apresentam uma pequena rotação quando comparado com a ConA e a própria ConA, 

que ao ser complexada com um trimanosídeo apresenta uma pequena rotação nos dois 

monômeros do dímero quando comparada com a sua estrutura sem ligante. Isso 

demonstra que o tetrâmero é uma estrutura dinâmica (LORIS et al., 1998). 

Em grande parte das lectinas isoladas e purificadas de sementes da subtribo 

Diocleinae, o equilíbrio dímero-tetrâmero é dependente de pH. Elas são modelos 

excelentes para o estudo da interação entre monômeros de proteínas diméricas e 

tetraméricas (SRINIVAS et al., 2001: WAH et al., 2001) e vêm sendo estudadas para 

um melhor entendimento das interações proteína-proteína. Alguns estudos indicam que 

loops da cavidade central são pontos chave na estabilização da associação tetramérica 

dependente de pH das lectinas de Diocleinae (GALLEGO et al., 2004; GALLEGO et 

al., 2007). Nagano e colaboradores sugeriram que a força iônica nos contatos 

estabelecidos por His51, Arg60 e Asp78 podem ser modulados pelo  pH, o que levaria a 

uma dependência na força iônica para a dissociação do tetrâmero em proteínas que 

sejam dependentes do pH para tetramerização (NAGANO et al., 2008). 

Além dos DRC, há também sítios hidrofóbicos que podem interagir com 

moléculas não polares, como acontece por exemplo entre a ConM e o ácido 

indolacético, um hormônio vegetal que está envolvido no crescimento da planta 

(DELATORRE et al., 2013; EDELMAN; WANG,  1978). Também podemos encontrar 

outro sítio hidrofóbico na lectina de sementes de Canavalia gladiata (CGL) (Figura 5) 

(DELATORRE et al., 2007) e em outras lectinas de leguminosas, por exemplo, nas 

lectina das sementes de Dioclea wilsonii (DwL), Canavalia brasiliensis, etc. 

(OLIVEIRA et al., 2008; BEZERRA et al., 2011; SRINIVAS, et al., 2001), todas 

complexadas com o ácido aminobutírico, um aminoácido não protéico. 
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Figura 5. Representação da área de superfície de um sítio de ligação a compostos hidrofóbicos. Sítio 

de ligação ao aminoácido não-protéico ácido α-aminobutírico na lectina de Canavalia gladiata 
(PDB:1WUV). 

 

 

1.5 Antioxidantes 

Antioxidantes são substâncias que retardam a velocidade da oxidação, 

através de um ou mais mecanismos tais como inibição de radicais livres e complexação 

de metais (PIETA, 2000). Eles podem ser sintéticos ou naturais e classificados como 

primários, sinergistas, removedores de oxigênio, biológicos, agentes quelantes e mistos 

(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006) 

Antioxidantes primários são compostos fenólicos que promovem a remoção 

ou a inativação dos radicais livres formados durante a iniciação ou propagação da 

reação, através da doação de átomos de hidrogênios a estas moléculas, interrompendo a 

reação em cadeia (BAILEY, 1996). O mecanismo de ação deste tipo de oxidante está 

descrito na figura 6. Os antioxidantes mais conhecidos desta classe são os polifenois tais 

com o hidroxianisol de butila (BHA), hidroxitolueno de butila (BHT), terc-butil-

hidroxiquinona (TBHQ) e propil galato (PG). 

 



35 

 

Figura 6. Mecanismo de ação dos antioxidantes primários. ROO* e R* são radicais livres, AH – 

antioxidante com um átomo de hidrogênio, A* - radical inerente. 

 

 

Os antioxidantes sinergistas são moléculas com pouca ou nenhuma 

atividade antioxidante, que podem aumentar a atividade dos antioxidantes primários 

quando usados em combinações adequadas (BAILEY, 1996). 

Os removedores de oxigênios são substâncias que atuam capturando 

oxigênio presente no meio, através de reações químicas estáveis, tornando-os 

consequentemente, indisponíveis para atuarem como propagadores da autoxidação. O 

ácido ascórbico e seus isômeros são exemplos de removedores de oxigênio (COUTO; 

CANNIATTI-BRAZACA, 2010).  

Os antioxidantes biológicos incluem várias enzimas, como glicose oxidase, 

catalase e superóxido dismutase. Essas enzimas podem remover oxigênio, ou compostos 

altamente reativos de um sistema biológico (FERRO et al., 2010; MAIA; BICUDO, 

2009). 

Os agentes quelantes complexam íons metálicos principalmente cobre e 

ferro, que catalisam a oxidação lipídica (BAILEY, 1996). Um par de elétrons na sua 

estrutura molecular promove a ação de complexação. Os exemplos mais comuns são os 

ácidos cítricos e o ácido etileno diamino tetra acético (EDTA). 

Os antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais que tem 

sido amplamente estudados como antioxidante, entre eles estão várias proteínas 

hidrolisadas, flavonoides e derivado de ácido cinâmico (CAVALCANTE, 2006) 

Diversas técnicas têm sido utilizadas para determinar a atividade 

antioxidante in vitro das diferentes classes de antioxidantes, de forma a permitir uma 
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rápida seleção de substâncias e/ou misturas potencialmente interessantes, na prevenção 

de doenças crônico-degenerativas (HUANG; PRIOR, 2005). Dentre estes métodos 

destacam-se o sistema de co-oxidação do ȕ-caroteno/ácido linoléico e o método de 

seqüestro de radicais livres, tais como DPPH• - 2,2-difenil-1-picrilhidrazila. O método 

de oxidação do ȕ-caroteno/ácido linoléico avalia a atividade de inibição de radicais 

livres gerados durante a peroxidação do ácido linoléico. O método está fundamentado 

em medidas espectrofotométricas da descoloração (oxidação) do ȕ-caroteno induzida 

pelos produtos de degradação oxidativa do ácido linoléico (MARCO, 1968; MILLER, 

1971). Igualmente ao sistema ȕ-caroteno/ácido linoléico, o método de radicais livres 

está baseado no descoramento de uma solução composta por radicais estáveis DPPH• de 

cor violeta quando da adição de substâncias que podem ceder um átomo de hidrogênio. 

Entretanto, o primeiro método determina a atividade de uma amostra ou composto de 

proteger um substrato lipídico da oxidação, enquanto que o método de inibição de 

radicais DPPH• baseia-se na transferência de elétrons de um composto antioxidante para 

um oxidante, alguns polifenois como o resveratrol apresenta essa propriedade de 

transferir elétrons inibindo a oxidação de compostos (BRAND et al., 1995; DE LA 

LASTRA; VILLEGAS, 2007).   

1.6 Resveratrol (3,5,4´-trihidroxiestilbeno) 

A palavra resveratrol tem origem latina, onde “Res” significa “que veio de”, 

“veratrum” designa a planta onde foi primeiramente descoberta e “ol” indica a presença 

do grupamento álcool na sua estrutura. O resveratrol foi detectado em mais de 70 

espécies de plantas, compreendidas em 32 gêneros (AGGARWAL et al., 2004).  

O resveratrol é um polifenol sintetizado nas plantas em resposta a estresses 

ambientais, tais como radiação UV e ataque de fungos, sendo assim classificado como 

uma fitoalexina (LANGCAKE; PRYCE, 1976). Por definição, fitoalexina é um produto 

do metabolismo secundário da planta, ou seja, não é essencial para os processos 

metabólicos básicos, e é sintetizado de novo, no momento em que a planta necessita se 

defender das condições ambientais adversas (KUC, 1995). No caso das uvas, o 

resveratrol é produzido quando esta é infestada pelo fungo Botrytis cinera. Esta 

produção ocorre na epiderme da folha e na casca do fruto, não sendo sintetizado na 

parte carnosa (CREASY; COFFEE, 1988). 
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O resveratrol pertence à classe dos estilbenos. A estrutura da molécula 

consiste em dois anéis fenólicos unidos por uma ligação dupla, que permite uma 

orientação cis e trans (Figura 7), sendo a forma trans mais estável e biodisponível. O 

precursor do resveratrol é a fenilalanina e a enzima estilbeno sintase catalisa a 

conversão desta em resveratrol (JEANDET et al., 2002). Muitos pesquisadores estão 

tentando transferir o gene da estilbeno sintase para outras plantas a fim de melhorar a 

tolerância a fitopatógenos e aprimorar a qualidade nutricional dos alimentos. A 

transferência deste gene e a detecção do produto resveratrol foram realizadas com 

sucesso em tabaco, arroz, maçã, trigo, entre outros (DELAUNOIS et al., 2009). 

Figura 7. Representação estrutural dos isômeros do resveratrol. Estrutura do trans-resveratrol e cis-

resveratrol. 

 

 

O resveratrol é um polifenol natural encontrado especialmente no epicarpo 

da uva, nozes, e romã. Acredita-se que o resveratrol contribui para uma dieta 

mediterrânea rica em polifenóis por sua capacidade de prevenir algumas doenças 

cardíacas, surgimento de alguns tumores e atuar no retardo do envelhecimento por 

apresentar atividade antioxidante (BAUR et al., 2006; FRANKEL et al., 1993). Nos 
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sucos de uva e em Poligonum cuspidatum, foi observado que além do resveratrol na sua 

forma ativa, foi encontrado concentrações significantes da forma glicosilada do 

resveratol (forma inativa) (resveratrol-3-O-ȕ- Mono-D-glicosidil), esta forma é cerca de 

sete vezes mais concentrado que resveratrol na uva e é provavelmente a forma mais 

abundantedo resveratrol na natureza (ROMERO-PEREZ et al., 1999; REGEV-

SHOSHANI et al., 2003). A forma glicosilada tem seu carboidrato ligado na posição do 

C-3 substituinte de um grupo hidroxila (Figura 8). Esta substituição da origem a 

alterações conformacionais da molécula, por sua vez, resulta em alterações nas 

propriedades biológicas. A forma glicosilada do resveratrol é mais resistente a 

oxidações enzimática e bem mais solúvel em água ao contrário do resveratrol ativo. O 

transporte celular realizado via um mecanismo ativo por um carreador de glicose 

(ROMERO-PEREZ et al., 1999).  

Figura 8. Representação estrutural da forma glicosilada do resveratrol. Estrutura da forma inativa do 

resveratrol-3-O-ȕ- Mono-D-glicosidil. 

 

 

O resveratrol tem meia vida curta no organismo, aproximadamente 8 a 14 

minutos, e sua molécula primária é extensivamente metabolizada pelo organismo, sendo 

convertida a outros compostos secundários. A meia vida desses metabólitos é cerca de 

9,2 horas, como o sulfato conjugado. Porém, outros compostos do vinho e da dieta 

podem modificar a disponibilidade e até agir sinergicamente ao resveratrol, o que 
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explicaria o fato de doses relativamente baixas do resveratrol obtidas a partir do 

consumo de vinho tinto poderem produzir efeitos benéficos mensuráveis in vivo (BAUR 

et al., 2006). 

O resveratrol é um potente agente antioxidante que pode atuar como 

sequestrador de espécies reativas de oxigênio (ERO). Além disso, o mesmo tem 

demonstrado a capacidade de regular peptídeos vasoativos tais como endotelinas, 

inibição de lipoproteínas de baixa densidade oxidada (ox-LDL) e ciclooxigenase, 

inibição liberação e neurotoxicidade de ȕ-amiloides, modulação da via de sinalização de 

apoptose e modulação da atividade de sirtuin e proteína quinase ativada por AMPc, as 

quais acredita-se estarem envolvidas no efeito da restrição calórica (ALBANI et al., 

2010). 

Estudos epidemiológicos mostraram uma associação entre consumo 

moderado de vinho e proteção contra doenças cardiovasculares. Também foi observado 

que o vinho possui atividade antioxidante, antiinflamatória e anti proliferativa in vitro e 

in vivo (MANACH et al., 2005). Vinhos tintos são ricos em flavonoides, e outros 

constintuintes polifenólicos, que demonstram in vitro a capacidade de inibir efeitos 

proaterogênico. (SOLEAS et al., 1997), esses efeitos inclui, inibição de ox-LDL 

(FRANKEL et al., 1993), inibição de agregação plaquetária e síntese de eicosanoides 

proaterogênicos (BERTELLI et al., 1995; PACE-ASCIAK et al., 1995), inibição da 

proliferação celular (HSIEH et al., 1999), aumento no vaso relaxamento (PACE-

ASCIAK et al., 1996), e inibição de danos ao DNA devido a presença de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) (LEONARD et al., 2003). 

1.7 Atividade antioxidante do resveratrol  

O resveratrol é um potente antioxidante encontrado em uvas, a sua 

capacidade de remover radicais livres do meio se deve à presença de uma dupla ligação 

conjugada na sua estrura como demosntrado na figura 7, (KHANDUJA; BHARDWAJ, 

2003). A inibição da oxidação de LDL por polifenóis como o resveratrol que está 

presente no vinho tinto pode desempenhar importante papel na diminuição da taxa de 

mortalidade de pessoas que consomem essa bebida (BELQUENDOUZ et al., 1997). O 

resveratrol previne a oxidação do LDL in vitro através da quelação do cobre, bem como 

por seqüestrar radicais livres. Em ratos hipertensos propensos ao infarto, resveratrol 

significativamente reduz marcadores do estresse oxidativo como albumina glicada no 
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soro e 8-hidroxiguanosina na urina (BAUR; SINCLAIR, 2006). Nos vegetais alguns 

agentes oxidantes como as espécies reativas de oxigênios (ERO) são liberadas em 

respostas a ataques a planta. Essas ERO podem ocasionar danos a DNA da planta. 

EROs incluem os radicais livres, tais como ânion superóxido (Oβ•-), radical 

hidroxila (•OH), bem como moléculas não radicais, como o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), oxigénio atômico (1O2), entre outros (O'BRIEN, et al., 2012). EROs 

desempenham um papel importante nos processos de sinalização de plantas, controle do 

crescimento, desenvolvimento e respostas bióticas e abióticas (BAILEY-SERRES; 

MITTLER, 2006). No entanto, todas as EROs são extremamente prejudiciais para os 

organismos em concentrações elevadas, podendo causar vários efeitos biológicos, 

incluindo, apoptose e necrose celular (SHARMA, et al., 2012). O acúmulo de EROs 

induzidas por estresses é reduzido por sistemas antioxidantes que incluem uma 

variedade de agentes enzimáticos, tais como, a superóxido dismutase, ascorbato 

peroxidase, glutationa peroxidase, glutationa transferase, e catalase e metabolitos não-

enzimáticos de baixo peso molecular tais como, ascorbato, glutationa, α-tocoferol, 

carotenóides e flavonoides, por exemplo, resveratrol (GILL; TUTEJA, 2010)  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Resolver e analisar a estrutura tridimensional da lectina de sementes de Canavalia 

maritima complexada com resveratrol e correlacionar a interação com a atividade 
antioxidante. 

2.2 Objetivos específicos 

 Purificar a lectina de Canavalia maritima (ConM); 

 Determinar a atividade  antioxidantes da lectina e do resveratrol através da 

capacidade de sequestro de radicais livres; 

 Obter cristais da lectina ConM. 

 Difratar e obter conjuntos de dados de difração dos cristais da ConM; 

 Resolver a estrutura tridimensional da proteína em complexo com resveratrol; 

 Analisar a estrutura e discutir as correlações entre o complexo lectina-resveratrol 

e a atividade e antioxidante.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Purificação da ConM  

As sementes de Canavalia maritima foram descascadas e submetidas a 

maceração até se obter um pó fino na forma de farinha, apropriada para o processo de 

extração protéica. Foi utilizada a cromatografia de afinidade em matriz de Sephadex G-

50 onde a concentração de proteínas nas frações coletadas foi monitorada por 

absorbância em comprimento de onda de 280 nm como descrito por Ramos e 

colaboradores (1996).  

Previamente, a farinha foi submetida à extração protéica na proporção de 

1:10 (m/v) em solução de NaCl 0,15 M por 3 horas. O extrato foi aplicado à coluna e 

deixado em contato com a matriz por 8 horas previamente equilibrada com solução de 

NaCl 0,15 M contendo CaCl2 5 mM e  MnCl2 5 mM. Após o contato, a fração não 

retida foi eluída com a mesma solução de equilíbrio e a fração retida foi eluída com 

NaCl 0,15 M e glicose 0,1 M. A fração retida, referente à lectina, foi dialisada 

exaustivamente contra água destilada e liofilizada, sendo o material liofilizado utilizado 

para os passos seguintes. 

3.2 Atividade Hemaglutinante 

Amostras de sangue de coelhos foram lavadas adicionando-se solução de 

NaCl 0,9% e, em seguida, centrifugando-se as misturas a 3.000 rpm por 5 minutos, 

descartando o sobrenadante. Esse procedimento foi repetido por sete vezes, ou até que o 

sobrenadante remanescente da centrifugação se tornasse totalmente límpido.   

A atividade hemaglutinante foi testada no extrato total e nas frações de 

purificação segundo o método descrito por Moreira & Perrone (1977), utilizando-se 

solução a 3% de hemácias. 

Os testes foram realizados em placas de microtitulação com poços com 

fundo em V, contendo 8 fileiras de 12 poços cada, que foram preenchidos com 50 µL de 

solução de NaCl 0,15 M e em seguida acrescidos  50 µL  do extrato no primeiro poço de 

cada fileira. A amostra então foi diluída de forma seriada, com homogeneização e 

transferência de 50 µL para o poço seguinte até o penúltimo poço da fileira, sendo 

descartados os 50 µL referentes ao último poço. Após as diluições, foram adicionados 
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50 µL da suspensão de eritrócitos a 2%. A placa foi mantida em repouso por 1 hora em 

estufa a 37 ºC.  

Os títulos de hemaglutinação foram medidos em termos de U.H. (Unidade 

Hemaglutinante) como a concentração de proteínas remanescentes no último poço de 

uma diluição seriada ainda capaz de causar hemaglutinação visível, através da seguinte 

equação exponencial: U.H.= 2n; onde n corresponde ao número do último tubo da 

diluição onde foi possível detectar hemaglutinação. 

3.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na Presença de SDS 

A avaliação da homogeneidade, o grau de pureza e a massa molecular 

aparente da amostra obtida, referente à lectina, foi realizada seguindo metodologia 

descrita por Laemmli (1970). A amostra não reduzida foi diluída em tampão Tris-HCl 

0,0625 M, pH 8,3, a uma concentração protéica final de 4 mg/mL.  Foi acrescentado ao 

tampão utilizado, SDS a uma concentração final de 1% e quantidade suficiente de 

glicerol de modo a deixar a solução densa, além de azul de bromofenol 0,02%, para 

monitorar a frente da corrida da eletroforese. Para a amostra reduzida, foi acrescentado 

também  ȕ-mercaptoetanol e a suspensão foi exposta a calor úmido de 100ºC por 10 

minutos.  

O gel de empilhamento utilizado continha a concentração de 3,5% de 

poliacrilamida na presença de tampão Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8, com SDS 1%. O gel de 

separação continha a concentração de 12,5% de poliacrilamida em Tris-HCl 3 M, pH 

8,8 com SDS a 1%.   

A corrida eletroforética foi realizada a uma variação de voltagem de até 200 

V, de potência de até 5 W, com uma amperagem constante de 20 mA. O tampão de 

corrida utilizado foi Tris 0,025 M-Glicina 0,192 M SDS 0,1%, pH 8,8.  

Após a corrida, o gel de separação foi submetido a uma fixação em uma 

solução aquosa contendo 25% metanol e 10% ácido acético, por um período mínimo de 

1 hora. O gel, então fixado, foi corado em solução de Coomassie R-250 a 0,05% diluído 

em metanol, ácido acético e água a uma proporção 1:3,5:8 (v/v/v). O excesso do corante 

foi removido com lavagens em água destilada quente. 

3.4 Atividade antioxidante 
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Para avaliação e caracterização da atividade antioxidante foram realizados 

os ensaios de sequestro do DPPH, habilidade de quelação de íons ferroso (FIC) e 

degradação do ȕ-caroteno (BCB). Mecanismos pelos o quais a ConM e resveratrol 

podem atuar. 

3.4.1 Ensaio do DPPH 

A capacidade da ConM e do Resveratrol de sequestrar radicais livres foi 

analisado utilizando o teste do DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) segundo método de 

Blois (1958) com algumas modificações. Quercitina foi usada como controle positivo. 

Antes do ensaio antioxidante, a lectina foi incubada com manose 100 mM para verificar 

se há o envolvimento do domínio de reconhecimento a carboidratos com a atividade 

antioxidante 0,2 mL de metanol e 0,3 mL de ConM em diferentes concentrações (5-100 

μg/mL) ou resveratrol (5-100 μM) foram misturados em tudo de ensaio de 10 mL. 

DPPH (2,5 mL na concentração de 160 μM em metanol) foi adicionado a mistura 

obtendo um volume final de 3,0 mL. A solução foi mantida a temperatura ambiente por 

30 min, e a absorção lida a 517 nm usando um leitor de microplacas (Biochrom Asys 

UVM 340). A percentagem do radical DPPH sequestrado foi calculada a partir da 

equação 1: 

 

 

 

Onde Abscontrole = DPPH sem amostra; Absamostra = amostra e DPPH e Absbranco = 

amostra sem DPPH 

3.4.2 Habilidade de quelação de íons ferrosos 

A habilidade de quelação do íon ferroso foi determinado pela metodologia 

de Wang, Jónsdóttir e Ólafsdóttir, (2009), através da adição de 1,35 mL de água 

destilada, 50 µL de cloreto ferroso (FeCl2) 2 mM e 100 µL de ferrozine 5 mM a tubos 

contendo 1 mL do EDTA (1β μM), ConM (5-100 μg/mL) ou resveratrol (5-100 μM), 

compondo, assim, a amostra. Para o branco da amostra, 100 µL de ferrozine 5 mM 

foram substituídos por 100 µL de água destilada, enquanto que para o controle, 1 mL do 

extrato será substituído por 1 mL de água. Os tubos (amostra, o branco da amostra e o 

(1)    Efeito sequestrante =  [ͳ − �௕௦ೌ೘೚ೞ೟ೝೌ − �௕௦್ೝೌ೙೎೚�௕௦೎೚೙೟ೝ೚೗� ]  � ͳͲͲ% 



45 

 

controle) foram incubados por 10 min em temperatura ambiente, e as absorbâncias 

mensuradas em 562 nm utilizando uma leitora de microplaca Assys UVM 340. A 

atividade foi calculada utilizando a seguinte equação: 

 

  
100%
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
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3.4.3 Degradação do ȕ-caroteno 

A degradação do ȕ-caroteno foi realizado de acordo com a metodologia de 

Chew e colaboradores (β008). Foram adicionados γ mL de ȕ-caroteno (1 mg 10 mL-1 

clorofórmio) e 40 mg de ácido linoleico a 400 mg do Tween 40. O clorofórmio da 

mistura foi evaporado em um evaporador rotativo, e 100 mL de H2O Milli-Q saturada 

de O2 foram adicionados à mistura, seguindo-se vigorosa agitação até a formação de 

uma emulsão. Para a amostra, foram adicionados 3 mL dessa emulsão e 1 mL do BHA 

(1β μM), ConM (5-100 μg/mL) e resveratrol (5-100 μM). As absorbâncias foram lidas 

em 470 nm utilizando uma leitora de microplaca Assys UVM 340, imediatamente após 

a preparação da emulsão (Absinicial) e depois 1 h de incubação em banho-maria a 50ºC 

(Abs1h). A atividade antioxidante foi calculada utilizando a seguinte equação: 
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3.5 Cristalização 

A proteína liofilizada, previamente purificada, foi suspendida em água 

Milli-Q na concentração final de 12,5 mg.mL-1. A suspensão da proteína foi então 

centrifugada à 9.000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi utilizado para os passos 

futuros. Para experimentos com o ligante, a proteína em solução foi encubada com 

resveratrol na concentração final de 5 mM por 5 horas antes dos experimentos de 

cristalização. A proteína foi então submetida ao “screen” de cristalização, utilizando o 

método da matriz esparsa inicialmente descrito por Jancarik e Kim (1991). O kit 

utilizado foi o “crystal screen 1” (Hampton Research) onde as variáveis iniciais foram 

pH, força iônica e precipitantes. O método utilizado foi o de difusão de vapor em gota 
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suspensa utilizando placas de cristalização Linbro® de 24 poços. Foram colocados em 

cada poço da placa de cristalização 300 µL da solução do kit (condição de cristalização) 

e a gota foi composta por 2 µL da solução de proteína e 2 µL da condição de 

cristalização. O poço foi então coberto por lamínulas siliconizadas utilizando graxa de 

silicone para vedação, as placas foram deixadas em repouso a temperatura de 20 ºC. 

Após a obtenção de cristais, foi feita a otimização dessa condição de cristalização 

variando a concentração de precipitante e o pH (7,0 a 8,5) da solução, repetindo o 

método da difusão de vapor. Essa otimização visou melhorar a condição de formação do 

cristal, produzindo assim, um cristal com características necessárias (monocristal, 

tamanho, espalhamento) para que ele pudesse ser difratado quando submetido ao feixe 

de raios X. 

3.6 Difração e coleta de dados 

Os dados de difração de raios X foram coletados a temperatura de 100 K. 

Para evitar formação de gelo os cristais foram mergulhados em uma solução 

crioprotetora composta de 70% da solução de cristalização e 30% de polietileno glicol 

400. O cristal laçado com o loop foi alinhado manualmente utilizando-se um 

goniômetro e então submetido à coleta de dados na estação experimental MX1 do 

Laboratório Nacional de Luz Sincrotron (Campinas-SP), usando comprimentos de onda 

de 1,42 Å e detector utilizado foi CCD 165 mm (Mar Research). Para determinar a 

estratégia de coleta, foram coletadas inicialmente 4 imagens em diferentes ângulos Phi 

(φ) para definir os parâmetros de cela e a mosaicidade com o intúito de calcular o 

melhor ângulo de oscilação através da equação 4: 

 

Um conjunto de 120 imagens foi coletado com oscilação de 1°, totalizando 

120°. Os dados foram processados, indexados e integrados utilizando-se o programa 

MOSFLM (LESLIE, 1997) e as intensidades reduzidas utilizando-se o programa 

SCALA (EVANS, 1997). Todos os programas utilizados fazem parte do pacote CCP4 

(Collaborative Computational Project, Number 4, 1994). No processamento são 

observadas as intensidades de cada ponto de difração e os índices de Miller, que são 

números inteiros utilizados para identificar os pontos de difração no espaço recíproco.   

(4) 
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3.7 Substituição molecular e refinamento 

Para solucionar o problema da fase foi adotado como método a substituição 

molecular usando o programa MolRep (VARGIN; TEPLYAKOV, 1997). As 

coordenadas atômicas usadas como modelo foram obtidas da lectina Canavalia 

marítima complexeda com maltose (PDB ID 2CYF) (DELATORRE et al., 2006), 

porém tanto o ligante quanto as moléculas de água foram removidos do arquivo de 

coordenadas. Após a utilização de operações de simetria de rotação e translação obteve-

se a melhor solução de acordo com os parâmetros Rfactor e o coeficiente de correlação, 

admitindo como modelo com qualidade a ser refinado os resultados que apresentaram 

valores de Rfactor e coeficiente de correlação, (equações 5 e 6 respectivamente) inferior 

de 40% e acima de 60%, respectivamente. 
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Inicialmente a estrutura foi submetida a 10 ciclos de refinamento de corpo 

rígido, após os resultados obtidos os ciclos foram reduzidos para 4 devido este 

apresentar a melhor solução para os parêmetros avaliados, Rfactor, Rfree e FOM. 

Posteriormente, os dados foram submetidos a 15 ciclos de refinamento de restrições, 

sendo estes reduzido apenas a 5 ciclos por apresentar melhores soluções para os 

mesmos parâmetros, usando o programa REFMAC5 (Collaborative Computational 

Project, Number 4, 1994). Os dados das coordenadas da estrutura gerada no refinamento 

foram analisados no programa Coot, onde foi feito refinamento de posição com 

mudança do posicionamento das cadeias laterais orientado-as para dentro das 

(5) 

(6) 
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densidades eletrônicas, visualizadas no mapa (2Fo-Fc) a 1σ. Também foram realizadas 

deleção de resíduos de aminoácidos a partir do modelo utilizado na contrução da 

estrutura. O mapa de densidade eletrônica não explicada (Fo-Fc) foi vizualisado a β,5 σ, 

e uma varredura foi realizada no intuito de encontrar densidades não explicadas. Após 

detecção da densidade que correspondia ao ligante, as coordenadas do resveratrol foram 

adicionadas nas coordenadas da estrutura e posteriormente o ligante foi posicionado 

dentro da densidade eletrônica. Por fim, moléculas de água foram adicionadas ao mapa 

não explicado (Fo-Fc) vizualizado a 2,0 σ, seguido da análise individual e 

posicionamento de cada molécula de água dentro da núvem eletrônica, finalizando com 

mais 3 ciclos de refinamento de restrição. 

3.8 Validação e análise da estrutura  

A qualidade estereoquímica da estrutura da ConM avaliadas pelo gráfico de 

de Ramachandran a partir do programa PROCHECK do pacote CCP4 e o programa 

online MOLPROBITY (DAVIS et al. 2007) que busca os valores das rotações phi (φ) e 

psi (ψ) do carbono-α dos resíduos de aminoácidos. Os fatores de vibração térmica 

também foram utilizados para avaliar a correção no posicionamento dos aminoácidos, 

dos ligantes e das moléculas de água. As interações de van der Walls, contatos polares e 

hidrofóbicos foram analisados no programa CONTACT do pacote CCP4 com corte de 

distâncias de 3,5 Å , 3,5 Å e 5,0 Å, respectivamente. Todas as figuras e sobreposições 

de estruturas foram realizadas pelo programa PyMOL (DELANO, 2002). 

3.9 Docking molecular  

A estrutura da ConM foi submetida a um docking molecular com o 

resveratrol glicosilado no domínio de reconhecimento a carboidratos e no sítio da folha-

ȕ. A estrutura tridimensional do resveratrol glicosilado foi obtida do software PRODRG 

(SCHÜTTELKOPF; VAN AALTEN, 2004).  O docking molecular foi realizado 

utilizando o software Molegro Virtual Docker usando o método Moldock (THOMSEN; 

CHRISTENSEN, 2006). O Moldock é baseado em uma pesquisa algorítmica que é 

combinada com evolução diferencial e um algoritmo de predição de cavidades. Um 

procedimento de re-docking foi adicionado para aumentar a precisão de encaixe nos 

sítios de ligação detectados. O MolDock Score (MDS) foi calculado usando funções de 

pontuações. Inicialmente foi realizado 10 corridas com o GRID de resolução de 0,30 Å, 

número máximo de interações foi de 2.000, o tamanho da população de 200 e 10 poses. 
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A energia de interação proteína-ligante foi expressa em uma unidade arbitrária na forma 

de MolDock score (MDS) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006), onde a valores mais 

negativos refletem interações mais fortes. O MDS foi calculado conforme a equação 7, 

MDS = Einter + Eintra onde Einter é a energia de interação entre proteína e ligante 

(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(7)    �௜�௧௘௥ = ∑ ∑ [����(�௜௝) + ͵͵ʹ.Ͳ ௤ೕ 
௤ೕ4௥೔ೕ2]௝∈�௜�௔�ௗ௜∈ �௜�௔�ௗ  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Purificação da ConM 

A ConM foi purificada por cromatografia de afinidade em coluna de 

Sephadex G-50 a qual foi retida pelas ligações cruzadas do gel de dextrose e eluída por 

competição com com 0,1 M de glicose como descrito por Ramos e colaboradores 

(1996). Após a eluição o cromatograma apresentou dois picos, sendo o primeiro 

correspondente à fração não retida e o segundo à fração retida (Figura 9A). A fração 

retida corresponde à lectina purificada da semente de Canavalia maritima. 

Figura 9. Purificação da ConM. (A) Perfil cromatográfico da ConM em coluna Sephadex G-50 

equilibrada com NaCl 0,15 M contendo 5 mM de CaCl2 e MnCl2, eluída com 100 mM de D-Glicose 

contendo NaCl 0,15 M (B) SDS-PAGE. Linha 1: marcadores de massa molecular (albumina sérica 

bolvina, 66 kDa; ovalbumina, 45 kDa; anidrase carbônica, 29 kDa; inibidor de tripsina, 21 kDa and α-

lactoalbumina, 14 kDa) linha 2: ConM. 

 

 

 

Várias outras lectinas da subtribo Diocleinae já foram isoladas por 

cromatografia de afinidade em Sephadex G-50. Essa matriz é caracterizada por separar 

moléculas de acordo com o tamanho da proteína, mas, por ser composta basicamente de 

moléculas de glicose foi utilizada como matriz de afinidade para isolamento dessas 

lectinas especificas por glicose/manose. Lectinas da subtribo Diocleinae, como é o caso 
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da lectina da espécie de Canavalia maritima, apresentam perfil cromatográfico bastante 

semelhantes (MOREIRA; CAVADA, 1984; VASCONCELOS et al., 1991; OLIVEIRA 

et al., 1991; MOREIRA et al., 1996; CAVADA et al., 1996a; CAVADA et al., 1996b; 

MOREIRA et al., 1997; CALVETE et al., 1999; CECCATTO et al., 2002). O primeiro 

experimento de isolamento de uma lectina por cromatografia de afinidade foi realizado 

pelo pesquisador Irwin J. Goldstein que purificou a lectina de sementes de Canavalia 

ensiformis, a ConA, por cromatografia de afinidade em gel Sephadex a partir do 

protocolo de extração descrito por James B. Sumner (GOLDSTEIN, 2010). 

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS (Figura 9B) 

confirmou a homogeneidade da amostra, revelando uma maior banda de 

aproximadamente γ0 kDa (cadeia α) e duas bandas menores correspondendo às cadeias 

(ȕ e Ȗ) de aproximadamente 16 kDa e 1γ kDa respectivamente, essas bandas são 

característico das lectinas da subtribo Diocleinae (CALVETE et al., 1999). A presença 

de tais fragmentos observado na eletroforese da ConM é devido a um processamento 

pós-traducional chamado de permutação circular descrito primeiramente por Carrington 

e colaboradores (1985). Esse processo envolve uma clivagem proteolítica em uma 

região interna de um precursor gerando os fragmentos ȕ e Ȗ. Esses fragmentos são então 

religados em uma ordem inversa àquela no qual o precursor foi sintetizado, produzindo 

a cadeia α. Como a religação não é 100% eficiente, podemos observar, através da 

eletroforese, que mesmo na fração purificada os fragmentos estão presentes. 

A cadeia α se mostra mais evidente, mas é possível a visualização clara de ȕ 

e Ȗ. Perfis de proteínas com alto peso molecular podem ser observados, podendo tais 

perfis representar oligomerizações das cadeias  α ou o precursor que não foi processado 

(pre-pró-proteína). O perfil eletroforético da ConM é bastante semelhante a proteínas da 

subtribo Diocleinae, podendo ser caracterizada como uma lectina do tipo ConA. 

4.2 Estrutura completa da ConM complexada com Resveratrol 

Cristais irregulares de ConM cresceram após uma semana na condição N° 

39 do Screen I do kit de cristalização da Hampton Research que continha 100 mM de 

Hepes pH 7,5 com 2,0 M de sulfato de amônio e 2% de PEG 400 segundo Gadelha e 

colaboradoes 2005 (Figura 10A), Várias etapas de otimizações foram realizadas 

variando pH e  concentração de precipitante. Cristais de ConM cresceram em 100 mM 
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de Hepes (pH 8,5) contendo 2,0 M de sulfato de amônio e 2% de PEG 400 com 

dimensões máxima de 0,1 x 0,2 x 0,15 mm (Figura 10B). 

Figura 10. Cristais de ConM. (a) Pequenos cristais obtidos com a condição N° 39 do Screen I. (b) 

Cristal obtido após otimização. 

 

 

Cristais da ConM difrataram a uma resolução máxima de 2,5 Å usando 

radiação Síncroton na estação MX1 do Laboratório Nacional de Luz Síncroton (LNLS) 

Campinas – SP. O conjunto de 180 imagens foi indexado, integrado e escalonado a 2,5 

Å. O cristal apresentou grupo espacial monoclinico C2 com parâmetros de cela a=119,7 

Å, b=67,5 Å, c=70,4 Å, α=90° ȕ=125,8° Ȗ=90°. O coeficiente de Matthews 2,26 Å3Da-

1(MATTHEWS, 1968) foi calculado baseado no peso molecular da proteína 25.500 Da 

e implica que o cristal continha 48,18% de solvente, indicando a presença de um dímero 

por unidade assimétrica.  

Os dados foram escalados com um total de 142.177 reflexões, sendo 15.213 

reflexões únicas, revelando 95,6% (94.4%) de completeza, Rmerge a 9,4 (40,6) e (I/σ) 

em 5,7 (1,9), sendo os valores em parêntesis referentes a camada de maior resolução 

(2,6 – 2,5 Å). Todas as estatísticas da coleta de dados estão descritas na tabela 2. 
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Tabela 2. Estatística da coleta de dados de difração de raios x, refinamento e qualidade da estrutura. 

Parâmetros Valores 

Coleta de dados  
Comprimento de onda 1,42 Å 
Grupo espacial C2 
Parâmetros da cela unitária Å  
A 119,7 
B 67,5 
C 70,4 
Número de reflexões torais 142177 
Número de reflexões únicas 15213 
Número de moléculas por unidade assimétrica 2 
Limite de resolução 27,7 – 2,5 (2,6 – 2,5) 
Rmerge (%) 9,4 (40,6)d 
Completeza (%) 95,6 (94,4)d 
Multiplicidade 2,6 (2,6)d 
I/(σ) 5,7 (1,9)d 
  
Substituição molecular  
Coeficiente de correlação 67,5 
Rfactorb (%) 37,5 
  
Refinamento  
Faixa de resolução (Å) 27,7 – 2,5 
Rfactorb (%) 16,0 
Rfreec (%) 25,5 
Número de resíduos em unidade assimétrica 474 
Número de moléculas de água 89 
R.M.S.D   
Comprimento de ligação (Å) 0,013 
Ângulos de ligação (graus) 1,835 
  
Média do B fator para toda a cadeia da proteína 
(Å) 

45,19 

 
Gráfico de Ramachandran 

 

Resíduos em regiões mais favorecidas (%) 86,7 
Resíduos em regiões adicionalmente permitidas (%) 12,6 
Resíduos em regiões não permitidas (%) 0,8 

a 
 

 
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 I(hkl)i é a intensidade da primeira medição da reflexão h 

e I(hkl) é o valor médio de I(hkl)i para todas as medições I. 

b
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F
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R


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cCalculada com 5% dos valores omitidos no refinamento. 
dValores em parenteses representam a resolução da ultima camada. 
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O refinamento de corpo rígido da estrutura da ConM apresentou um Rfactor 

de 30,96 e Rfree de 33,95 seguido de 7 ciclos de refinamento de  restrições com Rfactor 

18,7, Rfree 27,4  e FOM de 79,3% . Após a adição das moléculas de água e do ligante, a 

estrutura foi novamente submetida a um refinamento de restrição com um Rfactor e 

Rfree finais de 16,0 e 25,5 respectivamente e o FOM de 80%. O ligante resveratrol 

apresentou um B-fator de 11,06 Å, o que está dentro dos valores esperados para 

vibrações térmicas de ligantes em estrutura de proteínas que vai até um valor máximo 

de 30 Å. A qualidade esterioquímica da estrutura foi avaliada no programa 

PROCHECK baseado nas torções psi (ψ) e phi (ψ) das ligações do carbono-α, com 

96,7% dos resíduos em regiões mais favorecidas, 12,6% dos resíduos em regiões 

adicionalmente permitidas e 0,8% resíduo em regiões não permitidas, mostrando que a 

estrutura final da ConM apresentou um bom parâmetro estereoquimico (Figura 11) e 

fatores de vibração termica (Tabela 2).  

Figura 11. Grafico de Ramachandran das coordenadas da ConM. Pontos dentro dos círculos azuis 

claros e escuros representam regiões permitidas e generosamente permitidas de ocupação por resíduos 

descriminados em cada gráfico, respectivamente. 
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Além da visão geral dos resíduos, o gráfico de Ramachandran mostra em 

detalhes regiões permitidas e generosamente permitidas, para os resíduos de glicina, poi 

de este resíduo apresentar uma grande mobilidade devido a sua pequena cadeia lateral, 

(um átomo de hidrogênio). Como observado na figura 11, os resíduos também estão 

dentro das posições esperadas para uma boa estrutura predominando em regiões 

permitidas. Outros dois parâmetros avaliados no gráfico de Ramachandran são o 

posicionamento dos resíduos de prolina que geralmente provocam uma curvatura na 

estrutura tridimensional, estando geralmente em regiões mais flexíveis como nos loops, 

bem como o posicionamento dos demais resíduos que antecedem as prolinas que 

também apresentam uma flexibilidade distinta devido ao dobramento na estrutura pela 

presença da prolina. Ambos estão em regiões estimadas, validando assim a estrutura da 

ConM (Figura 11). 

A estrutura do dímero da ConM complexada com resveratrol consiste de 

474 resíduos de aminoácidos apresentando os domínios ȕ-sanduíche/Jelly-roll que 

consiste de duas folhas-ȕ antiparalela uma contendo seis fitas-ȕ e outra contendo sete 

fitas-ȕ, como observado em várias outras lectinas de leguminosas, (BRINDA, et al., 

2004) (Figura 12A e B). O tetrâmero da ConM consiste de dois dímeros canônicos 

ligados por interações iônicas entre as folhas beta (Figura 12C e D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

Figura 12. Estrutura Completa da ConM complexada com resveratrol. (A) Representação em 

cartoon do motivo ȕ-sanduíche. (B) Representação do motivo Jelly-roll. (C) Representação do dímero 

canônico (D) Representação tetramérica da ConM. Esferas verdes e lilás representam íons de Ca2+ e Mn2+ 

respectivamente. 

 

 

A ConM apresenta um sítio de ligação a metal conservado com os resíduos 

Asn14 e Tyr12 interagindo com o cálcio, Glu8 e His24 (interagindo com manganês), 

Asp10 e Asp19 interagindo com ambos (Figura 13). Além de 2 moléculas de água, os 

resíduos Ala207 e Asp208 estão isomerizados na configuração cis devido à presença 

dos íons divalentes que mudam a orientação da cadeia lateral dos resíduos Asn14 e 

Asp208, uma observação comum em lectinas de leguminosas. A substituição de um 

único resíduo neste sítio pode afetar significantemente o efeito da atividade biológica, 

como observado em outras lectinas com mutagênese sítio-dirigida (HIRABAYASHI; 

KASAI, 1991). 
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Figura 13. Representação do sítio de interação a metais da ConM. Representação da interação da 

ConM (cartoon) com água (esferas vermelhas) e com os metais Ca2+ e Mn2+ (esferas verde e lilás 

respectivamente) estabilizando o sítio de ligação ao carboidrato na proteína. Linhas pontilhadas 

representam coordenações realizadas entre os metais, moléculas de água e resíduos de aminoácidos em 

stick.  

 

 

O sítio de ligação a carboidrato da ConM é composto pelos resíduos, Tyr12, 

Asn14, Leu99, Tyr100 Asp206 e Arg228, este sítio de ligação não sofreu modificação 

topológica em comparação com outra estrutura de ConM nativa depostada em banco de 

dados do PDB (2CWM). 

  O ligante resveratrol foi ancorado na interface entre os monômeros que 

formam o dímero canônico. Resveratrol está ligado apenas a um dos dímeros que 

formam a estrutura quaternário da ConM, isto pode ser devido a razão 

proteína/resveratrol que foi grande demais para permitir que todos sítios de ligação 

fossem ocupados. Resveratrol interage com a quinta e sexta fita da folha-ȕ pertencentes 

da cadeia A do monômero e sexta fita pertencente a cadeia do monômero do simétrico 

(-x, y, -z). Nessa estrutura o monômero da cadeia A e o monômero do simétrico (-x, y, -
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z) formam o dímero canônico, logo, dois dímeros canônicos são conectados por 

interações polares entre as interfaces das folhas-ȕ dos monômeros, formando a estrutura 

quaternária da ConM (Figura 14). 

Figura 14. Estrutura tridimensional da ConM interagindo com o resveratrol no sítio de folhas-ȕ 
rígidas. Estrutura quaternária da ConM (cartoon) composta por duas moléculas de resveratrol (stick 

amarelo) em um dímero canônico, as esferas em verde e lilás representam os íons cálcio e manganês 

respectivamente. 

 

 

As folhas-ȕ das lectinas do tipo ConA são responsáveis por estabelecer as 

interações fracas que formam o dímero canônico. O resveratrol está ligado nessa região 
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através de pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas com resíduos que compõem a 

quinta e sexta fita da folha-ȕ do monômero da cadeia A e a sexta fita da folha-ȕ do 

monômero do simétrico (-x, y, -z) (Figura 15). 

Figura 15. Estrutura tridimensional do monômero da ConM complexado com resveratol. 

Visualização da interação do resveratrol com os resíduos da quinta e sexta fita-ȕ da folha-ȕ rígida.  

 

Os principais contatos polares observados na estrutura da ConM com o 

resveratrol são mediados pela molécula de água (W15) a qual interage com o resveratrol 

a uma distância de 3,1 Å, essa água por sua vez, interagem com o oxigênio (O) do 

resíduo de Leu107, oxigênio (OD1) do resíduo de Asn153 e oxigênio (O) do resíduo de 

Gly152 (O), a uma distância de 3,0 Å, 2,6 Å e 2,5 Å respectivamente. Além da W15, o 

resveratrol interage também com outra molécula de água (W20) e com o resíduo de 

Asn153 ambos a uma distância de 3,1 Å e com o oxigênio (OG1) do resíduo de Thr123 

do monômero assimétrico (-x, y, -z) a uma distância de 3,2 Å (Figura 16). 
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Figura 16. Interação do resveratrol com os resíduos que compõem o sítio de ligação. A cadeia “A” 
está representada em verde, a cadeia do simétrico (-x, y –z), está respresentado em azul. Esferas 
vermelhas e traços amarelos representam moléculas de água e cumprimento de ligação respectivamente. 

    

 

As interações hidrifóbicas entre resveratrol e ConM são mediados pelos 

resíduos de aminoácidos, Leu107 (CA/CD2) e Asn131 (CB), como demonstrado na 

tabela 3. A sobreposição da estrutura de ConM nativa (PDB código 2CWM) com a 

estrutura da ConM complexada ao resveratrol mostrou que não há mudanças 

significativas nos resíduos que compõem o sítio de interação a carboidratos (Figura 17). 
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Figura 17: Sobreposição do sítio de ligação a carboidrato da ConM nativa e ConM complexada 

com resveratrol. Em verde ConM/resveratrol (PDB: 4DPN), em rósea ConM nativa (PDB: 2CWM).   

 

 

 

Tabela 3. Contatos hidrófóbicos entre a lectina de C. maritima e o resveratrol. 

Aminoácidos Resveratrol Distance (Å) 
   

Leu107 CB C1 4,6 
Leu107 CG C1 4,5 
Leu107 CD2 C1 3,6 
Leu107 CB C2 4,2 
Leu107 CG C2 3,8 
Leu107 CD2 C2 3,0 
Leu107 CB C3 4,1 
Leu107 CG C3 3,8 
Leu107 CD2 C3 3,6 
Leu107 CA C3 4,9 
Leu107 C C4 4,9 
Leu107 CB C4 4,4 
Leu107 CG C4 4,6 
Leu107 CD2 C4 4,6 
Leu107 CB C5 4,8 
Leu107 CB C6 4,9 
Leu107 CD2 C6 4,6 
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Asn131 CA C7 4,9 
Asn131 C C7 4,6 
Asn131 CB C7 4,4 
Asn131 CG C7 4,9 
Asn131 CB C8 4,8 
Asn131 CG C8 4,9 
Asn131 CB C9 4,4 
Asn131 CG C9 4,4 
Asn131 CB C10 3,8 
Asn131 CG C10 4,1 
Asn131 CB C11 4,1 
Asn131 CG C11 4,3 
Asn131 CB C12 4,9 
Asn131 CG C12 4,7 
Asn131 CG C13 4,9 
Asn131 CG C14 4,8 

 

4.3 Docking molecular da ConM com resveratrol glicosilado  

Nos vegetais a estrutura do resveratrol pode ser encontrada de forma ativa 

ou na forma inativa, essa última apresenta-se na forma glicosilada (resveratrol-3-O-ȕ- 

Mono-D-glicosidil), esta forma é cerca de sete vezes mais concentrado que resveratrol e 

é provavelmente a forma mais abundante do resveratrol na natureza (ROMERO-PEREZ 

et al., 1999; REGEV-SHOSHANI et al., 2003). A forma glicosilada tem seu carboidrato 

ligado na posição do C-3 substituinte de um grupo hidroxila. Logo, foi avaliado uma 

possível interação do resveratrol glicosilado no domínio de reconhecimento a 

carboidrato da ConM e nas fitas-ȕ do sítio de interação ao resveratrol encontrado na 

estrutura da ConM. O docking molecular no presente estudo revelou que a interação 

entre ConM e resveratrol glicosilado é energeticamente favorável tanto no sítio de 

interação a carboidrato (MDS= -118,78) (Figura 18 A e B) como nas fitas-ȕ do sítio do 

resveratrol (MDS= -103,44) (Figura 18C e D). 
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Figura 18. Docking molecular da forma glicosilada do resveratrol no sítio de ligação a carboidrato e 
no sítio das folhas-ȕ. (A) e (C) Resveratrol-3-O-ȕ-mono-D-glucosidio ancorado no sítio de ligação a 
carboidratos no sítio da folha-ȕ respectivamente. (C) e (D) representação das interações polares e apolares 
no sítio de ligação a carboidrato e no sítio das folha-ȕ respectivamente.  

 

 

 

O resveratrol glicosilado interagiu no sítio de ligação a carboidratos através 

de contatos polares, pontes de hidrogênio e interação de van der Waals com os resíduos, 

Tyr12 (OH/CE2/CD2), Asn14 (ND2), Thr15 (N/OG1), Asp16 (OD1), Gly98 (O), Leu 

(N), Ser168 (OG), Asp208 (OD1/OD2) e Thr226 (O/OG1), como demostrado na tabela 

4. Vários estudos de estruturas de lectinas vegetais tem demonstrado a interação de 

carboidratos ligados ao sítio de ligação e de moléculas com características hidrofóbicas 

interagindo em regiões vizinhas a esse sítio (KANELLOPOULOS 1996), como exemplo 

temos a adenina complexado na estrutura da lectina da semente de ConM (PDB 3S0S)  

e porfirina complexada na estrutura da lectina da semente da jaca (Artocarpus 

heterophyllus) (PDB 1PXD) e na estrutura da ConA, esta ultima interagindo no sítio no 

sítio de ligação a carboidrato juntamente com um resíduo de manose (PDB 1JN2) 

(GOEL et al., 2001; GOEL et al., 2004: KOMATH et al., 2006). 
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Tabela 4. Pontes de hidrogênio e interações de van der Waals entre resveratrol-3-O-ȕ-

mono-D-glucosideo (RMG) e resíduos no sítio de ligação a carboidratos. 

Aminoácidos RMG Distância (Å) 
 Pontes de hidrogênio  
Thr15 OG1 O1 3,0 
Thr15 N O1 3,1 
Asp208* OD1 O2 2,9 
Asp208* OD2 O2 2,9 
Ser168 OG O8 2,8 
Gly98* O O8 3,1 
Thr226 O O5 2,8 
Thr226 OG1  O4 2,6 
 Interações de van der Waals  
Leu99* N  C12 3,2 
Tyr12* CE2 O2 3,1 
Tyr12* CD2 O2 3,0 
Tyr12* OH C5 3,0 
Asn14* ND2 C6 3,1 
Asp16* OD1 C2 2,6 
Asp16* OD1 C1 2,8 
* Resíduos que estão envolvidos na interação de carboidratos nas lectinas do tipo ConA. 

 

Já no sítio de interação ao resveratrol, a forma glicosilada realizou contatos 

polares com os resíduos de Leu107 (O), Ser108 (OG), Asn131 (O/OD1), Gln132 (OE1), 

Thr150 (O), Asn153 (OD1) e Thr196 (OG1), como demonstrado na tabela 5.  

Delatorres e colaboradores (2013) também demonstraram a interação do ácido 

indolacético (AIA) no sítio de ligação da ConM (PDB 3SNM), nesse estudo, os 

pesquisadores demonstraram a participação dos resíduos de Ser108 e Asn131 formando 

pontes de hidrogênio com o AIA, aumentando assim a interação do ligante com no sítio, 

o qual é predominantemente mantido por interações hidrofóbicas com a cadeia lateral 

dos resíduos que compõem a região (DELATORRE, et al., 2013), mostrando assim, a 

importância desses resíduos na interação de moléculas hidrofóbicas.  

Tabela 5. Pontes de hidrogênio e interações de van der Waals entre resveratrol-3-O-
ȕ-mono-D-glucoside (RMG) e resíduos no sítio de ligação ao resveratrol. 

Aminoácidos RMG Distâncias (Å) 
 Ponte de hidrogênio  
Thr196 OG1 O6 2,9 
Thr196 OG1 O7 3,1 
Ser108 OG O7 2,6 
Asn131 O O8 2,7 
Asn131 OD1 O8 3,0 



65 

 

Leu107 O O8 3,0 
Leu107 O O3 3,1 
Thr150 O  O1 3,0 
 Interações de van der Waals   
Thr150 O  C3 3,1 
Gln132 OE1 C5 3,0 
Asn153 OD1 C13 3,0 
Asn153 OD1 C12 3,0 

 

 Além de observar a estrutura do AIA no sítio de ligação da ConM, 

Delatorre e colaboradores (2013) observaram por simulação de docking molecular que o 

AIA glicosilado (forma inativa), o qual é encontrado nas plantas como forma de reserva, 

apresenta energia favorável de interação no sítio de reconhecimento a carboidrato, logo 

esses dados corroboram com os dados obtidos em nossos estudos de simulação de 

docking molecular, o qual sugere que a forma inativa do resveratrol possa também se 

ligar a estrutura da ConM, assim essa proteína poderia servir como âncora de reserva 

desses ligantes, e serem liberados quando houver consumo das proteínas nos tecidos, 

como já sugerido para aminoácidos não proteíco como o ácido alfa aminobutírico 

(ABU) e ácido gama aminobutírico (GABA) (DELATORRE et al., 2007). 

A maior concentração do resveratrol encontrado na uva, romã e em outros 

frutos encontra-se na forma inativa, ou seja, na forma glicosilada, nesse estado, a 

molécula não apresenta atividades característica tais como atividades antioxidante e 

anti-inflamatório quando absorvidas na alimentação (ROMERO-PÉREZ et al., 1999). A 

forma glicosilada dos flavonóides é dificilmente absorvida no intestino delgado devido 

ao favorecimento da hidrofilicidade. Acredita-se que a forma glicosilada dos 

flavonóides passa direto pelo intestino delgado sendo hidrolizada pelas enterobactérias 

liberando a aglicona correspondente, no ceco e cólon. Os flavonoides que não estão 

glicosilados podem ser absorvidos mais facilmente pelas células epiteliais do intestino 

grosso devido a sua lipofilicidade que facilita a passagem pela camada fosfolipídica da 

membrana celular (BEHLING, et al., 2004). 

4.4 Atividade antioxidante 

Para avaliar uma possível atividade antioxidante, a ConM e resveratrol 

foram submetidos a ensaios de sequestro de radicais livres DPPH, inibição da oxidação 

do ȕ-caroteno e quelação do íon ferroso.  
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O ensaio de sequestro de radicais livres com a ConM mostrou que a proteína 

nas concentração variando entre 5 a 100 µg/mL inibiu a oxidação do DPPH, mostrando 

uma atividade dose dependente até a concentração de 25 µg/mL após aumentar essa 

concentração a atividade permanece constante. Resveratrol (5 a 100 µM) e quercitina 

(controle positivo) (5 a 100 µM), mostraram também uma atividade dose dependente na 

inibição da oxidação do DPPH (Gráfico 1).  

Gráfico 1. Atividade de sequestro de radicais livre da quercetina, ConM e resveratrol pelo ensaio 

do DPPH. A atividade do sequestro de radicais foi medido em seis diferentes concentrações de ConM (5, 

10, 12.5,  25, 50, 100 µg/mL), quercetina e resveratrol nas concentrações de (5, 10, 12.5,  25, 50, 100 

µM). Os resultados estão expressos como médias ± desvio-padrão de três replicatas (p<0,05).  

 

 

Além da atividade análise da atividade antioxidante de cada molécula, foi 

investigado também um possível efeito sinérgico das moléculas de ConM e resveratrol 

em diferentes razões de concentrações 4:1, 3:2, 2:3 e 1:4 (ConM/Resveratrol). A 

atividade sinérgica mostrou inibição da oxidação do DPPH. A mais efetiva razão foi 

2:3, como pode ser observado no gráfico 2. A fim de avaliar o envolvimento do sítio de 

reconhecimento a carboidrato da ConM com atividade antioxidante, o sítio de ligação a 

carboidrato foi previamente bloqueado com o açúcar manose na concentração de 0,1 M. 

No entanto, não houve diferença significativa observada na inibição da oxidação do 
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DPPH por ConM complexado com manose (Gráfico 2), indicando que o sítio de ligação 

a carboidrato não está diretamente relacionado com a atividade antioxidante. Estes 

resultados corroboram com os estudos cristalográficos, indicando que a interação entre a 

ConM e resveratrol pode aumentar a atividade antioxidante de ambas as moléculas. 

Gráfico 2. Avaliação do efeito sinérgico entre ConM e resveratrol e o envolvimento do sítio de 

ligação a carboidrato no sequestramento de radicais livres. O ensaio foi realizado em pequenas 

concentrações, ConM (5 µg/mL), manose (0,1 M), resveratrol (5 µM) e quercetina (5 µM). Os resultados 

estão expressos como médias ± desvio-padrão de três replicatas (p<0,05).    

 

 

 

Foi investigado também a habilidade de quelação  da ConM e resveratrol 

pelo o ensaio de quelação do íon ferroso. Nesse ensaio foi observado que tanto a ConM 

(5 µg/mL), quanto o resveratrol (5 µM) não possuem habilidade de quelação, quelando 



68 

 

apenas 8,2% e 5,6% respectivamente, quando comparado com o controle positivo 

EDTA (25 µM), o qual quelou 29,4% do ion ferroso. Além da atividade direta, foi 

estudado também um possível efeito sinérgico das moléculas de ConM e resveratrol em 

diferentes razões de concentrações 4:1, 3:2, 2:3 e 1:4 (ConM/Resveratrol). A atividade 

sinérgica mostrou que não houve quelação significante do íon ferroso em comparação 

com o controle positivo (EDTA) como pode ser observado no gráfico 3. Sugerindo 

assim, que o mecanismo pelo qual a ConM e resveratrol apresentam atividade 

antioxidante não está relacionado com a quelação de íons, podendo essa atividade ser 

via transferência de elétrons para o radicais livres.  

Gráfico 3. Avaliação da habilidade de quelação do íon ferroso efeito sinérgico entre ConM e 

resveratrol. O ensaio foi realizado em pequenas concentrações, ConM (5 µg/mL), resveratrol (5 µM) e 

EDTA (25 µM). Os resultados estão expressos como médias ± desvio-padrão de três replicatas (p<0,05). 
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Por fim, foi investigado a atividade antioxidante da ConM e resveratrol pelo 

sistema ȕ-caroteno/ácido linoléico. Nesse ensaio verificou-se que tanto a ConM (5 

µg/mL), quanto o resveratrol (5 µM) possuem atividade antioxidante, inibindo a 

oxidação do ȕ-caroteno em 92,1% e 68,6% respectivamente, já o controle positivo BHA 

(12 µM), inibiu 51,1% da oxidação do ȕ-caroteno. Além da atividade antioxidante de 

cada molécula, foi realizado investigado também efeito sinérgico da ConM e resveratrol 

em diferentes razões de concentrações 5:1, 4:2, 3:3 e 1:5 (ConM/Resveratrol). A 

atividade sinérgica mostrou inibição da oxidação do ȕ-caroteno em todas as razões 

testadas como demonstrado no gráfico 4. Esses ensaios demonstram que tanto a ConM, 

quanto o resveratrol são excelentes agentes antioxidantes, impedindo a ação da 

peroxidação lipídica na oxidação do ȕ-caroteno. 
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Gráfico 4. Avaliação da inibição da oxidação do ȕ-carotrno e efeito sinérgico entre ConM e 

resveratrol. O ensaio foi realizado em pequenas concentrações, ConM (5 µg/mL), resveratrol (5 µM) e 

BHA (12 µM). Os resultados estão expressos como médias ± desvio-padrão de três replicatas (p<0,05). 

 

 

Portanto, o mecanismo da atividade antioxidante da ConM e do resveratrol 

não é via quelação de íons, indicando assim, que essa atividade seja via sequestro dos 

radicais livres a partir da transferência de elétrons para os radicais formados no ensaio 

do DPPH e no sistema ȕ-caroteno/ácido linoleico. Esse mecanismos de ação 

antioxidante é geralmente descrito para os antioxidantes primários (BAILEY, 1996), 

como é o caso do BHA utilizado como controle positivo no sistema ȕ-caroteno/ácido 

linoleico, sugerindo assim, que tanto a ConM quanto o resveratrol sejam classificados 

como antioxidantes primários.  

A atividade antioxidante de alguns flavonóides tais como o resveratrol, foi 

previamente caracterizado como sequestradores eficazes de radicais livres (PIER-
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GIORGIO, 2000). A ConM complexada com resveratrol atuam sinergicamente para 

aumentar a atividade antioxidante. Nas plantas, esta interação pode promover uma 

redução dos níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs), que são produzidos pela 

redução parcial do oxigênio (RAY et al., 2012). No meio ambiente, plantas são expostas 

constantemente a diferentes estresses biótico e abiótico que geralmente aumenta os 

níveis de EROs na planta (BAILEY-SERRES; MITTLER, 2006). Nas plantas, as 

defesas antioxidantes poderiam ser realizadas por moléculas não enzimáticas, por 

exemplo, glutationa, prolina, α-tocoferois, carotenóides e flavonóides ou enzimática, 

tais como, superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPX) 

e glutationa redutase (GR) (GILL; TUTEJA 2010). Alguns estudos também 

demonstram a capacidade do resveratrol reduzir os níveis de (•OH) e (Oβ•-), bem como 

radicais produzidos pela reação enzimática com Cr (VI) e a inibição de danos no DNA 

devido radicais produzidos pela reacção de Fenton (LEONARD et al., 2003). Outros 

estudos têm mostrado que o efeito antioxidante do resveratrol protege os neurônios 

dopaminérgicos contra alto estresse oxidativo induzido por glicose, diminuindo os 

níveis celulares de ânions superóxido (RENAUD et al., 2014). 

Além da redução dos níveis de EROs nas células, o resveratrol induz 

também o acumulo de transcritos de proteínas relacionadas com patogêneses (proteínas 

– PR) (CHANG et al., 2011) Entre as 14 famílias de proteínas PR já descritos, a PR-4 

chama a atenção, pois são compostas de quitinases, Algumas dessas quitinases 

apresentam domínio heveínicos, que reconhecem e se ligam aos resíduos de GlcNAc 

(BERTINI et al., 2012), o que indica que a relação entre a lectina e o resveratrol pode 

estar envolvido na resposta de defesa contra agentes patogênicos. Por conseguinte, a 

interação entre ConM e o resveratrol pode ser um mecanismo alternativo para reduzir o 

stress oxidativo, reduzindo possíveis danos celulares. 

A interação entre o resveratrol e ConM também fornece evidência de que 

estas duas moléculas podem atuar sinergicamente para reduzir os processos 

inflamatórios através da inibição de muitos eventos pró-inflamatórias. Lectinas do tipo 

ConA tem sido descritas com proteínas anti-inflamatórias quando administrada 

sistemicamente em camundongo (ROCHA et al., 2011; ALENCAR et al., 1999). A 

atividade anti-inflamatória das lectinas é explicada por uma competição entre as lectinas 

e as moléculas de adesão, por exemplo, selectinas  que são responsáveis pela aderência 
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e rolagem de células recrutadas para a migração celular após estímulo inflamatório 

(ALENCAR et al., 2010). 

A atividade anti-inflamatória do resveratrol está diretamente relacionados 

com a supressão das células de adesão como resultado de regular negativamente na 

expressão de E-selectina (PENDURTHI; RAO, 2002). Resveratrol também regula 

negativamente alguns factores pró-inflamatórias, incluindo NO, PGE2, iNOS e COX, 

bem como mediadores pró-inflamatórias, tais como TNF-α e IL-1b. Muitas lectinas 

vegetais são comumente conhecido por reduzir a produção de NO após injeção local 

(ALENCAR et al., 2005) e também ativar eNOS, causando um efeito vasorelaxante na 

aorta endotelizada intacta após injection sistêmica. ConM não pode reduzir a produção 

de NO no fluido peritoneal, mas é muito eficaz em estimular efeito vasorelaxante 

mediados por actividade de NOS e esta atividade está claradamente relacionada com o 

sítio de ligação a carboidratos das lectinas (GADELHA et al., 2005). 

O sinergismo observado entre ConM e resveratrol pode ser explicado 

também através da interação da ConM e a forma glicosilada do resveratrol. 

Especificamente, a principal forma do resveratrol encontrado na natureza é a forma 

glicosilada, enquanto que o glicano é responsável por uma forma mais estável e solúvel, 

é também responsável pela internalização do resveratrol através de um mecanismo que 

utiliza transportadores de glicose (ROMERO-PÉREZ et al., 1999). A forma glicosilada 

tem dois locais de ligação baseado em docking molecular, porém a forma ativa 

provavelmente se liga apenas na interface das folhas-ȕ, possivelmente devido a 

presença de aminoácidos hidrofóbicos na interface da proteína, os quais forma as 

interações de van der Waals e hidrofóbicas entre a proteína e o resveratrol. A existência 

de dois locais de ligação de interação da forma inativa do resveratrol na ConM é 

portanto, uma fonte secundária de interação que poderia elicitar as propriedades 

biológicas do resveratrol com lectinas que atuando como um sistema de entrega para 

células comumente reconhecidos pela ConM nas quais a resposta inflamatória é 

suprimida na presença desta proteína. 
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5. CONCLUSÃO 

O resveratrol complexado na estrutura da ConM é provavelmente 

responsável pelo sinergismo que revelou um efeito antioxidante significativo. Esta 

atividade também parece não estar relacionado com a quelação de íons e nem com o 

domínio de reconhecimento a carboidratos. As evidências estruturais das ligações 

demonstram que a forma glicosilada do resveratrol complexada com a ConM indica que 

muitas outras atividades poderiam ser eliciadas pelo complexo entre eles na célula 

vegetal. Assim, postulamos que a interação entre ConM e o resveratrol apresenta um 

duplo potencial elicitor na atividade antioxidante por eliminação de radicais livres e na 

resposta anti-inflamatória pela regulação negativa da expressão de E-selectina por 

resveratrol. E a competição com as selectinas e vasorelaxação realizado por lectinas; 

ambos os efeitos interferem no processo de adesão, regulando a adesão, rolagem e 

diapedese de leucócitos.  
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Structural basis of ConM binding with resveratrol, an 
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a  b  s  t  r a  c t

Resveratrol can  also inhibit  the  activation  of proinflammatory  mediators  and  cytokines at the  early gene
expression  stage. It  is well  known  that  lectins are sugar-binding  proteins  that act  as  both pro- and  anti-
inflammatory molecules.  Thus, the  objective  of this work  was to  verify the binding of a polyphenol
compound  with a lectin  of Canavalia  maritima (ConM)  based  on their ability to inhibit pro-inflammatory
processes.  To  accomplish  this, ConM  was purified  and crystallized,  and  resveratrol was soaked at 5 mM
for  2  h of incubation.  The crystal belongs  to the  monoclinic  space  group C2,  the  final refinement  resulted
in  an Rfactor of  16.0%  and  an Rfree of 25.5%.  Resveratrol binds  in the  rigid  �-sheet  through  H-bonds and
hydrophobic interaction  with  amino  acids that  compose the  fifth and  sixth  �-strands of  the  rigid �-sheet
of  ConM.  The ConM  and  resveratrol inhibited  DPPH  oxidation,  showing  synergic  activity  with  the  most
effective  ratio  of  2:3  and  carbohydrate  binding  site is not directly  related  to  antioxidant activity. It is the
interaction  between  ConM and  resveratrol  that indicates  the  synergism  of these  two  molecules  in acting
as free radicals  scavengers  and  in reducing the  inflammatory  process through  the  inhibition  of many
pro-inflammatory  events.

© 2014 Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.

1. Introduction

Stilbenes constitute a  small family of phenylpropanoids pro-
duced in a number of unrelated plant species, including dicotyledon
angiosperms, such as grapevine (Vitis vinifera), peanut (Arachis

hypogaea), Japanese knotweed (Fallopia japonica, formerly Poly-

gonum cuspidatum), as well as monocotyledons like sorghum
(Sorghum bicolor)  and gymnosperms, such as several Pinus

and Picea species. In addition to their participationin both
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(P. Delatorre).

constitutive and inducible defense mechanisms in  plants, sev-
eral stilbenes display important pharmacological properties. Since
resveratrol (3,5,4′ trihydroxy-trans-stilbene) was  postulated to
provide health benefits associated with a moderate consumption of
red wine [1],  plant stilbenes have received considerable scientific
interest [2].

The phenylpropanoid pathway, derived from phenylalanine,
illustrates perfectly this phenomenon, as it gives rise to a  large
diversity of phenolic compounds playing key roles in plants, includ-
ing participation in structural polymers, defense against herbivores
and pathogens, protection from abiotic stress, as well as important
functions in  plant–pollinator interactions [2]. Nowadays, resvera-
trol ranks among the most extensively studied natural products,
and hundreds of studies have shown that it can slow the pro-
gression of a  wide variety of illnesses, including cancer and
cardiovascular disease, as well as extend the lifespans of various
organisms [3].

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.08.031
0141-8130/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.08.031
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01418130
http://www.elsevier.com/locate/ijbiomac
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ijbiomac.2014.08.031&domain=pdf
mailto:bscavada@ufc.br
mailto:pldelatorre@gmail.com
dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.08.031


B.A.M. Rocha et al. / International Journal of Biological Macromolecules 72 (2015) 1136–1142 1137

Resveratrol is a  naturally occurring polyphenol found especially
in grape skin, nuts, pomegranate and Poligonum cuspidatum. It has
been hypothesized that resveratrol contributes to a polyphenol-
rich Mediterranean diet by its ability to  reduce the incidence of
such age-related disorders as coronary heart disease, cancer and
dementia [4,5]. In grape juices and in P. cuspidatum, it was  found
that the average concentration of piceid (resveratrol-3-O-�-mono-
d-glucoside; polydatin), the glycoside form of resveratrol, is seven
times that of resveratrol and that this is  probably the most abun-
dant form of resveratrol in  nature [6,7]. Piceid has its glucoside
group bonded in position C-3 substitutes of a hydroxyl group. This
substitution gives rise to conformational changes of the molecule,
in turn resulting in changes to the biological properties. Piceid is
more resistant to enzymatic oxidation than resveratrol and more
soluble in water, and unlike resveratrol, which passively penetrates
the cell, it enters the cell via an active mechanism using glucose
carriers [6].

Resveratrol has been shown to downregulate vasoactive pep-
tides, such as endothelins, inhibit oxidized low-density lipoprotein
(ox-LDL) and cyclooxygenase, inhibit the clearance and neuro-
toxicity of beta-amyloid, modulate apoptotic signaling pathways
and activate sirtuin and AMP-activated protein kinase, which are
believed to be involved in the caloric restriction-longevity effect
[8].

The ability of polydatin and resveratrol to reinforce cytoprotec-
tive response in stress conditions has also been reported [9]. Red
wines are rich in  flavonoids and other polyphenolic constituents
that have been shown in  vitro to inhibit proatherogenic effects [10].
They include resveratrol-mediated inhibition of ox-LDL [4],  inhibi-
tion of platelet aggregation and the synthesis of proatherogenic
eicosanoids [11,12] inhibition of cell proliferation [13] increase in
vasorelaxation [14] and inhibition of DNA damage due to reactive
oxygen species (ROS) produced by  the Fenton reaction [15].

ROS include free radicals such as superoxide anion (O2
•−),

hydroxyl radical (•OH), as well as non radical molecules like hydro-
gen peroxide (H2O2), singlet oxygen (1O2), and so forth. Stepwise
reduction of molecular oxygen (O2) by high-energy exposure or
electron-transfer reactions leads to production of the highly reac-
tive ROS [16].  ROS play an important signaling role in plants
controlling processes such as growth, development, and response
to biotic and abiotic environmental stimuli [17].  However, all ROS
are extremely harmful to  organisms at high concentrations, which
may  cause various biological effects, including, apoptosis and cell
necrosis [18]. Stress-induced ROS accumulation is counteracted by
enzymatic antioxidant systems that include a  variety of scavengers,
such as superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX),
glutathione peroxidase (GPX), glutathione tranferase (GST), and
catalase (CAT) and non-enzymatic low molecular metabolites, such
as ascorbate, glutathione, �-tocopherol, carotenoids and flavonoids
e.g., resveratrol [19].

In addition to the action as free radical scavenger and antioxi-
dant, resveratrol can suppress monocyte adhesion to endothelial
cells (EC), which is one of the earliest steps in  the formation of
atherosclerotic lesion [20]. Dysfunctional endothelium expresses
a number of adhesion molecules, including E-selectin, intracel-
lular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1), to  support monocyte adhesion to  endothe-
lium [21]. Thus, lowering monocyte adhesion to activated EC could
provide protective effect against atherosclerosis, and this suppres-
sion of cell adhesion appears to be the result of downregulated
E-selectin expression on EC by resveratrol [22].  The main cause
of reduced E-selectin antigen expression on the EC  surface has
been reported by Ferrero and coworkers [23] who  showed that
resveratrol inhibited VCAM-1 and ICAM-1 expression in endothe-
lial cells and also blocked the adhesion of monocytes (U937)
and neutrophils to  the activated endothelium. The inhibition of

agonist-induced E-selectin mRNA expression has also been
reported
[23].

The pathophysiology of various inflammatory diseases is a  com-
plex process mediated by inflammatory and immune cells, such as
macrophages and monocytes. However, resveratrol can also inhibit
the activation of proinflammatory mediators and cytokines at the
early gene expression stage [14]. Resveratrol has been shown to
downregulate LPS-induced release of proinflammatory factors (NO,
PGE2, iNOS and COX) and proinflammatory mediators (TNF-a and
IL-1b) in RAW 264.7 macrophage cells pretreated with resveratrol.

It  is well known that lectins, which are sugar-binding pro-
teins that act as both pro- and anti-inflammatory molecules [24],
bind reversibly to carbohydrates and can interfere in inflamma-
tory events. The native (PDB ID: 2CWM)  crystal structure of ConM
was determined. The structure revealed that, although, Ser202 and
His205 conformation were involved in ConM binding activity, they
were not directly related to carbohydrate binding site [25].  This
hypotesis was confirmed when ConM was  solved in  complex with
disaccharides (trehalose, maltose – PDB ID: 2CYF, and dimanno-
sides – PDB ID: 2P37), which revealed the importance of  them in
the carbohydrate recognition even without establishes direct inter-
action with disaccharides [26].

Thus, the objective of this work was  to verify the binding of a
polyphenol compound with a  lectin of Canavalia maritima (ConM)
based on their ability to  inhibit pro-inflammatory processes and
demonstrate the antioxidant activity of ConM and resveratrol,
investigating the synergism between them.

2. Material and methods

2.1. Protein purification

Seeds from Canavalia maritima were ground to a  fine powder
in a  coffee mill, and the soluble proteins were extracted at 298 K
by continuous stirring with 0.15 M NaCl [1:10 (w:v)] for 1 h,  fol-
lowed by centrifugation at 10,000 ×  g at 277 K for 20 min. Protein
purification was carried out by the affinity chromatography pro-
tocol previously described by Ramos and coworkers [27],  using a
Sephadex G-50 column (10 × 50 cm). This fraction (Canavalia mar-

itima lectin – ConM) was  freeze-dried, purity-tested by  SDS-PAGE,
and used in crystallization experiments. Resveratrol was purchased
from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO,  USA) and incubated with the
protein for crystallization assays.

2.2. Crystallization and X-ray diffraction

Lyophilized purified Canavalia maritima lectin (ConM) was  sol-
ubilized to a  concentration of 10 mg ml−1 in 20 mM  Tris–HCl, pH
7.6. Suitable crystals from ConM were obtained according to the
protocol described by Gadelha and coworkers (2005) [25].  Native
crystals were soaked with 1 �L  of resveratrol (5 mM) at 298 K  for
2 h.  X-ray data were collected at a  wavelength of 1.433 Å, using a
synchrotron radiation source (MX1 Station, Brazilian Synchrotron
Light Laboratory – LNLS, Campinas, Brazil) at 100 K using 30% PEG
400 as a cryoprotectant to avoid ice formation. A complete dataset
was obtained using a MARCCD 165 detector (Marresearch, GmbH)
in 120 frames with an oscillation range of 1◦. The diffraction data
were indexed, integrated, and scaled at 2.5 Å, using MOSFLM and
SCALA [28].  The crystal belongs to the monoclinic space group C2.

2.3. Molecular replacement and refinement

The crystal structure was  determined by molecular replacement
using MolRep [29].  The atomic coordinates used as a model were
obtained from ConM complexed with maltose (PDB  ID 2CYF) [26],
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Table  1

Statistics of data collection, refinement and structure quality.

Parameters Values

Data collection
Beamline wavelength 1.42 Å
Space group C2

Exposure time per frame (sec) 30
Mosaicity 0.89◦

Unit cell parameters (Å)
A  119.7
B  67.5
C  70.4
�=�  90◦

�  125.8◦

Total reflections 142,177
Number of unique reflections 15,213
Molecules per asymmetric unit Dimer
Resolution limits (Å) 27.7–2.5 (2.6–2.5)
Rmerge

b (%) 9.4 (40.6)a

Completeness (%) 95.6 (94.4)a

Multiplicity 2.6 (2.6)
I/�  (Average) 5.7 (1.9)a

Molecular replacement
Correlation coefficient (%) 67.5
Rfactor

c (%) 37.5
Refinement

Resolution range (Å) 27.7–2.5 (2.6–2.5)
Rfactor

c(%) 16.0
Rfree

d (%) 25.5
B  factor (Å2) 39.1
Wilson B (Å2) 45.19
Number of residues in asymmetric unit 474
Number of water molecules 89

RMS  deviations
Bond length (Å) 0.013
Bond angle (degree) 1.835

Ramachandran plot (%)
Residues in most favored regions 86.7%
Residues in additional allowed regions 12.6%
Residues in generously allowed regions 0.8%

a Values in parenthesis represent the high resolution shell.
b Rmerge = (

∑

hkl

∑

i

∣

∣I(hkl)  − 〈I(hkl)i〉
∣

∣)/(
∑

hkl

∑

i
〈I(hkl)i〉) where I(h k l)i is  the

intensity of ith measurement of the reflection h  and I(h k l) is  the mean value of the
I(h  k l)i for all I measurements.

c Rfactor = (
∣

Fobs
∣

−
∣

Fcalc
∣

)/
∣

Fobs
∣

d Calculated with 5% of the  reflections omitted from refinement.

which had, after rotation and translation function calculations, a
final correlation coefficient of 67.5% and an Rfactor of 37.5%.

The initial structure was submitted to a  rigid body and
restrained refined using REFMAC5 (Collaborative Computational
Project, Number 4, 1994). The structure was modeled using WIN-
COOT 0.6.2 [30].  Resveratrol coordinates were obtained from
PDBeCHEM and added to the structure. A total of 89 water
molecules were added, and a  second restrained refinement was
performed resulting in  an Rfactor of 16.0%, an Rfree of 25.5%, and a
FOM of 0.800. The stereochemistry of the structure was  assessed
using a Ramachandran plot analysis with Procheck [31],  allowing
the analysis of the ϕ  and   angles, in addition to the root mean
square deviation of the bonds. The graph confirmed the absence
of  residues in disallowed regions, and the deviations were within
normal range. The molecular replacement and refinement data
are shown in Table 1. The structure factors and coordinates were
deposited in the Protein Data Bank under accession code num-
ber 4DPN. All structural figures were generated using PyMOL [32]
and the omit map  was calculated using Fo-Fc map  at 3� by Omit
program [33].

2.4. Molecular docking of glycosylated resveratrol with ConM

The structure of ConM (PDB ID: 4DPN) was submitted to  molec-
ular docking with the glycosyl resveratrol in  the carbohydrate

binding site and rigid �-strand site. Molecular docking analysis was
performed with Molegro using the MolDock method [34]. MolDock
is based on a search algorithm combining differential evolution
with a  cavity prediction algorithm. The program takes hydrogen
bond directionality into account as an additional term in  the dock-
ing scoring function. A re-ranking procedure was added to increase
docking accuracy. MolDock Score (GRID) was calculated using sco-
ring function. Grid resolution was  0.30 Å with radius of 15. The
search algorithm used was Moldock Optimizer, with default sett-
ings. The number of runs was 10 and the maximum interactions
were of 2000. The population size and max  number of pose were
200 and 10, respectively. The protein–ligand interaction energy
was expressed in  the form of the MolDock score (MDS) [34] in  arbi-
trary units. A more negative value reflects a  stronger interaction.

2.5. Effect of free-radical scavenging

The free-radical scavenging capacity of the lectin (ConM) and
resveratrol were analyzed using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) test according to  the method of Blois (1958) [35],  with some
modifications. Quercetin was  used as positive control. The carbo-
hydrate binding site (CBS) of ConM was protected by 100 mM of
mannose solution to investigate the relation of CBS with this activ-
ity. Briefly, 0.2 mL  of MeOH and 0.3  mL  of various ConM sample
concentrations (5–100 �g/mL) and resveratrol (5–100 �M)  were
mixed in  a  10-mL test tube. DPPH (2.5 mL  of 160 �M in MeOH) was
then added to achieve a  final volume of 3.0  mL. The solution was
kept at room temperature for 30 min, and the absorbance was read
at 517 nm using a microplate reader (Biochrom Asys UVM  340). The
percentage of DPPH radical scavenging effect was calculated with
the following equation:

Scavenging effect (%) =

[

1 −
Abssample − Abssample blank

Abscontrol

]

× 100%

where Abscontrol =  DPPH without sample; Abssample = sample and
DPPH; and Abssample blank = sample without DPPH.

3. Results

3.1. Overall structure

The cell parameters for the monoclinic complex crystal structure
of ConM were as follows: a =  119.7 Å, b = 67.5 Å and c =  70.4 Å, and
the Matthews coefficient was 2.26 Å3 Da−1, indicating the presence
of a dimer in  the asymmetric unit. The refined monomeric structure
of ConM at a  2.5 Å  resolution consists of 237 amino acids folded
as a  �-sandwich, as previously observed in  other legume lectins.
The tetrameric structure of the ConM complexed with resvera-
trol consists of two  “canonical” dimers that are linked by salt
bridges between �-sheets (Fig. 1a). Resveratrol (two molecules)
was bound in  the interface between the monomers that compose
the canonical dimer, but there are two empty sites in the struc-
ture. Resveratrol is  bound to  only one of the dimers that compose
the quaternary association of ConM, this could be due the ratio of
protein and resveratrol was  too big to  permit that all binding sites
were occupied. The monomers are characterized by three �-sheets
that compose a  �-sandwich domain: a  rigid �-sheet with six  �-
strands (back), another rigid �-sheet curved with seven �-strands
(front), and a small third �-sheet consisting of five �-strands con-
necting the other two  [36].  Resveratrol interacts with the fifth and
sixth rigid �-strand belonging to the A monomer and sixth rigid
�-strand belonging to  the symmetric monomer (−x, y,  −z).  The A
monomer and the symmetric monomer (−x, y, −z) form the canon-
ical dimer. Two canonical dimers, which are connected by  polar
contacts between �-strands, form the ConM quaternary structure.
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Fig. 1. Crystal structure of ConM interacting with resveratrol trough H-bonds and hydrophobic interactions in rigid �-sheet site. (A) Overall quaternary structure of ConM
is  composed of two resveratrol in one canonical dimer (yellow) molecules, and one Ca2+ (green) and one Mn2+ (purple) ion per  monomer. (B) Rigid �-sheet visualization
evidencing the fifth and sixth �-strands with which resveratrol bonds. (C) Omit map of resveratrol interaction with ConM contoured at 1�. (D) H-bonds established between
resveratrol oxygens (O2 and O3) and solvent (H2O). Structural interstitial water favors interaction with LEU107, ASN131, GLY152 and ASN153. (E) Ligplot representation of
hydrophobic interactions between resveratrol and Leu107 and ASN131. (For interpretation of the  references to  color in this  figure legend, the reader is  referred to  the web
version  of this article.)

The carbohydrate binding site is placed at the curved side of the
monomer next to the metal binding site [37].  The amino acids
involved in metal binding are conserved, and the structures of the
Mn2+ and Ca2+ binding sites showed similarities with those deter-
mined for other leguminous lectins. The binding of the Ca2+ metal
ion drives the trans-to-cis isomerization of the Ala207–Asp208 pep-
tide bond. This cis-peptide bond contributes to the stabilization of
the binding pocket by orientating the positions of the Asn14 and
Arg228 residues. Each of the metal ions is  coordinated by four
amino acid side chains and two water molecules: Glu8, Asp10,
Asp19 and His24 with Mn2+ and Asp10, Tyr12, Asn14 and Asp19
with Ca2+. In  the case of the Ca2+ ion, one of the water molecules
forms a bridge between the metal and the main-chain carbonyl
group of Asp208. The sugar-binding site is a  highly conserved region
in concanavalin (ConA)-like lectins.

3.2. Resveratrol interacts with rigid ˇ-strand of ConM

The  rigid �-sheet of ConA-like lectins is responsible for estab-
lishing weak interactions that stabilize the canonical dimers.
Resveratrol binds in this region through H-bonds and hydropho-
bic interaction with amino acids that compose the fifth and sixth
�-strands of the rigid �-sheet of ConM and sixth �-strand of the
symmetric monomer (Fig. 1b). Fig. 1c confirms the interaction,
showing the omit map  calculated for resveratrol. The main polar
contacts, which are intermediate for interstitial water (H2O 15) at
3.0 Å from resveratrol, interact with Leu107 (O), Asn153 (OD1) and
Gly152 (O) at 3.0 Å, 2.6 Å and 2.5 Å from water, respectively. Resver-
atrol also interacts with H2O 20 and with Asn153, both at 3.1 Å and
with Thr 123 (OG1) (−x,  y, −z) at 3.2 Å (Fig. 1d). The hydrophobic
interactions between resveratrol and ConM amino acids are with
Leu107 (CA/CD2) and Asn131 (CB) (Fig.  1e) Table 2. The superposi-
tion of native ConM structure (2CWM)  with ConM structure bound
to resveratrol did not show any significant changes in the overall
structure neither in  the position of amino acids side chains.

Table 2

Hydrophobic contacts between the lectin from C. maritima seeds and resveratrol.

Amino acids Resveratrol Distance (Å)

Leu107 CB C1  4.6
Leu107 CG C1  4.5
Leu107 CD2 C1  3.6
Leu107 CB C2  4.2
Leu107 CG C2 3.8
Leu107 CD2 C2  3.0
Leu107 CB C3  4.1
Leu107 CG C3  3.8
Leu107 CD2 C3  3.6
Leu107 CA C3  4.9
Leu107 C C4  4.9
Leu107 CB C4  4.4
Leu107 CG C4  4.6
Leu107 CD2 C4  4.6
Leu107 CB C5  4.8
Leu107 CB C6  4.9
Leu107 CD2 C6  4.6
Asn131 CA C7  4.9
Asn131 C C7  4.6
Asn131 CB C7  4.4
Asn131 CG C7  4.9
Asn131 CB C8  4.8
Asn131 CG C8  4.9
Asn131 CB C9  4.4
Asn131 CG C9  4.4
Asn131 CB C10 3.8
Asn131 CG C10 4.1
Asn131 CB C11 4.1
Asn131 CG C11 4.3
Asn131 CB C12 4.9
Asn131 CG C12 4.7
Asn131 CG C13 4.9
Asn131 CG C14 4.8

3.3. Molecular docking of glycosylated resveratrol with ConM

The molecular docking in  the present study revealed that
the interaction between ConM and the glycosylated form of
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Fig. 2. Molecular docking of glycosylated form of resveratrol in carbohydrate binding site and rigid �-sheet site. Resveratrol (3,5,4′ trihydroxy-trans-stilbene) polar (A and
C)  and hydrophobic (B and D) interactions in carbohydrate binding site and in �-sheet site,  respectively.

resveratrol is energetically consistent with both the carbohydrate
binding site (Moldock Score =  −118.785) (Fig. 2a) and the �-sheet
interface (Moldock Score =  −103,444) (Fig. 2b). This is an indicative
that the binding can be directed to CBS by  the carbohydrate recog-
nition or can occurs in the same way that presented for the non
glycosylated form.

3.4. Effect of free-radical scavenging

The ConM (5–100 �g/mL) inhibited DPPH oxidation, showing
a dose-dependent activity until 25 mg/mL, after this concentration
the activity remained constant (Fig. 3). Resveratrol (5–100 �M)  and
Quercertin (5–100 �M – positive control) showed dose-dependent
inhibition of DPPH oxidation (Fig. 3)  The ConM (5 �g/mL) com-
plexed with resveratrol (5 �M)  in different ratios 4:1, 3:2, 2:3
and 1:4 (ConM:Resvetratol) showed synergic activity, inhibiting
the oxidation of DPPH. The most effective ratio was 2:3, as can
be seen in Fig. 4.  In order to  assess the involvement of the
CBS of ConM with antioxidant activity, the CBS was previously
blocked with mannose. However, significant difference was  not
observed in  the inhibition of DPPH oxidation by ConM complexed
with mannose (Fig. 4), indicating that the CBS is  not directly

Fig. 3. Free radical scavenging activity of quercetin, CoM and resveratrol by DPPH
assay. Radical scavenging activity was measured at six different concentrations of
ConM (5, 10, 12.5, 25, 50 and 100  �g/mL), quercetin and resveratrol (5, 10, 12.5, 25,
50  and 100 �M). The results are expressed as mean ± SD  of three replicates (p <  0.05).

related to antioxidant activity. These results corroborate with
crystallographic studies, indicating that the interaction of ConM
with resveratrol may  enhance the antioxidant activity of both
molecules.
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Fig. 4. Evaluation of the carbohydrate binding site of ConM and synergistic effect
between resveratrol and ConM by  DPPH assay. The  assay was  performed in the fol-
lowing concentrations: ConM (5 �g/mL), resveratrol (5 �M) and quercetin (5 �M):
and the ratios are represented also in �M. The lectin was preincubated with 0.1 M
mannose. The results are expressed as mean ± SD of three replicates (p <  0.05).

4. Discussion

Some previous studies have reported that other molecules inter-
act with plant lectins in regions similar to  those where resveratrol
interacts with ConM. Delatorre and co-workers [38] described
a physiologically important plant defense-related non-protein
amino acid that also interacts between the canonical dimers. Ade-
nine [39] and plant hormones [40] have also had their structural
binding described and deposited in the Protein Data Bank.

The antioxidant activity of flavonoids such as resveratrol was
previously characterized as efficient scavengers of free radicals
[41] The ConM complexed with resveratrol act synergistically to
increase the antioxidant activity. In plants, this interaction may
promote a reduction of the reactive oxygen species (ROS) levels,
that are produced by the partial reduction of oxygen [42]. Plants
environment are composed of biotic or abiotic stress which usually
increased ROS levels [17].  In plants, the antioxidant defenses could
be either non-enzymatic (e.g. glutathione, proline, �-tocopherols,
carotenoids and flavonoids) or enzymatic (e.g.  superoxide dis-
mutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX) and
glutathione reductase (GR) [19]. Some studies also demonstrate
the ability of resveratrol to reduce levels of (•OH) and (O2•−), as
well as radicals produced by the enzymatic reaction with Cr(VI)
and inhibition of DNA damage due to (•OH) radicals produced by
the Fenton reaction [15]. Other studies have shown that  the antiox-
idant effect of resveratrol protects dopaminergic neurons against
high glucose-induced oxidative stress by  diminishing cellular levels
of superoxide anion [43].

In addition, to reducing ROS levels in  the cell, resveratrol induces
also accumulation of pathogenesis-related protein (PR-proteins)
transcripts [44].  Among the 14 families of PR-proteins already
described, the PR-4 attracts attention because they are composed
of chitinases, some of these chitinases exhibit hevein domains,
that recognize and bind to  GlcNac residues [45] indicating that  the
relationship between lectin and resveratrol might be involved in
the  defense response against pathogens. Therefore, the interaction
between ConM and resveratrol may  be an alternative mechanism
to reduce oxidative stress, reducing possible cellular damage.

The interaction between ConM and resveratrol also gives
evidence that these two molecules can act synergistically to
reduce the inflammatory process through inhibition of many

pro-inflammatory events. ConA-like lectins have been described
as anti-inflammatory proteins when systemically administrated in
mice [24,46].  The anti-inflammatory activity of lectins is  explained
by the competition between lectins and adhesion molecules, e.g.,
selectins, which are responsible for adhesion and rolling of cells
recruited for cell migration after inflammatory stimulus [47].

The anti-inflammatory activity of resveratrol is more directly
related to the suppression of cell adhesion as a  result of  downreg-
ulating E-selectin expression [22]. Resveratrol also downregulates
some proinflammatory factors, including NO, PGE2, iNOS and COX,
as well as proinflammatory mediators, such as TNF-a and IL-1b.
Many plant lectins are commonly known to reduce NO production
after local injection [47] and also activate eNOS, causing a vasore-
laxant effect in intact endothelized aorta after systemic injection.
ConM cannot reduce NO production in peritoneal fluid, but it is  very
effective in stimulating vasorelaxant events mediated through NOS
activity and this activity is reportedly related to the carbohydrate
binding activity of lectins [25].

The synergism that arises between ConA-like lectins and resver-
atrol can be  explained also through the interaction of ConM and
the glycosilated form of resveratrol. Specifically, the main form of
resveratrol found in nature is  glycosylated, and while the glycan is
responsible for a  more stable and soluble form, it is also responsible
for the internalization of resveratrol through a mechanism that uses
glucose carriers [6].  The glycosilated form has two  binding sites
based on molecular docking, but the active form probably binds
only to the �-strand interface because the main interactions that
drive this binding are hydrophobic and van der Waals interactions.
The existence of two  binding sites to  inactive form of  resveratrol
in ConM is,  therefore, a potential secondary source of  interaction
that could elicit the biological properties of resveratrol with lectins
acting as a  delivery system to cells commonly recognized by ConM
in  which the inflammatory response is  suppressed by  this protein.

The complex of ConM with resveratrol is  probably responsible
for the synergism observed which revealed a significant antioxi-
dant effect. This activity also seems to be unrelated with CBS. The
structural evidence of binding also shown to glycosylated form of
resveratrol indicate many other activities of ConM and resveratrol
that could be elicited by the complex of them. Thus, we postulated
that the interaction between ConM and resveratrol is  a potential
dual-elicitor of antioxidant by scavenging free radicals and anti-
inflammatory response by downregulating E-selectin expression
made by resveratrol and the competition with selectins and vasore-
laxation made by lectins; both interfere in process of cell adhesion
regulating leukocyte adhesion, rolling and transmigration.
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