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RESUMO 

Amplamente distribuídas na natureza, as lectinas compreendem um grupo heterogêneo de 

proteínas de origem não imune, que possuem pelo menos um domínio não catalítico capaz de 

seletivamente reconhecer carboidratos, e interagir de maneira reversível a açúcares livres ou 

glicanos presentes em glicoproteínas ou glicolipídeos, sem alterar suas estruturas. As lectinas 

mais estudadas são de origem vegetal, principalmente da família Leguminosae. Dentro desta 

família destacam-se as tribos Phaseoleae, Vicieae e Dalbergieae pertencentes à subfamília 

Papilionoideae. Dentre as lectinas da tribo Dalbergieae, podemos destacar uma lectina com 

afinidade de ligação a N-acetil-D-galactosamina/D-galactose extraída de sementes de Vatairea 

guianensis (VGL) que apresentou efeito vasodilatador in vitro com mecanismo envolvendo 

óxido nítrico. Algumas lectinas desta mesmo tribo já estão caracterizadas bioquimicamente, 

mas apenas as lectinas de Pterocarpus angolensis, Centrolobium tomentosum, Platypodium 

elegans, Arachis hypogaea e Vatairea macrocarpa têm suas estruturas. Os estudos estruturais 

de lectinas são utilizados como ferramentas para compreender de que forma essas proteínas se 

comportam nos vários processos fisiológicos. Para as lectinas que ainda não possuem suas 

estruturas cristalográficas resolvidas, a Bioinformática ganha destaque utilizando 

metodologias que realizam uma predição da estrutura tridimensional destas proteínas em 

complexo com os seus ligantes. Considerando que estudos estruturais com estas proteínas 

ainda são poucos, o presente trabalho teve por objetivo predizer a estrutura, estudar a 

afinidade e as interações da lectina de sementes de Vatairea guianensis em complexo com 

diferentes glicanos aplicando técnicas de bioinformática, como modelagem por homologia e 

docking molecular, além de investigar o seu efeito inflamatório in vivo. O modelo de VGL foi 

obtido por homologia com a lectina de Vatairea macrocarpa (VML) e demonstrou 

características comuns das lectinas de leguminosas e a análise da interação proteína-ligante 

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

relacionados, bem como vários N- e O-glicanos, biologicamente relevantes. O teste in vivo 

edema de pata revelou que a VGL induz o efeito edematogênico envolvendo prostaglandinas, 

interleucinas e o domínio de reconhecimento a carboidratos da lectina. Conjuntamente, esses 

dados corroboram com trabalhos já reportados em que VGL interage com N- ou O-glicanos 

de moléculas alvo, particularmente nos que apresentam galactosídeos em sua estrutura, 

contribuindo para o efeito inflamatório da lectina. 

 

Palavras-chave: Vatairea guianensis. Lectina. Modelagem molecular. Docking molecular. 

Inflamação. 



 
 

ABSTRACT 

Widely distributed in nature, lectins comprise a heterogeneous group of proteins of 

nonimmune origin, having at least one non-catalytic domain capable of selectively 

recognizing carbohydrates, and interacting reversibly to free sugars or glycans present in 

glycoproteins or glycolipids, without altering Structures. The most studied lectins are of 

vegetable origin, mainly of the family Leguminosae. Within this family stand out the tribes 

Phaseoleae, Vicieae and Dalbergieae belonging to the subfamily Papilionoideae. Among the 

lectins of the Dalbergieae tribe, we can highlight a lectin with binding affinity to N-acetyl-D-

galactosamine / D-galactose extracted from Vatairea guianensis (VGL) seeds that presented 

vasodilator effect in vitro with mechanism involving nitric oxide. Some lectins from this same 

tribe are already characterized biochemically, but only the lectins of Pterocarpus angolensis, 

Centrolobium tomentosum, Platypodium elegans, Arachis hypogaea and Vatairea macrocarpa 

have their structures. Structural studies of lectins are used as tools to understand how these 

proteins behave in the various physiological processes. For lectins that do not yet have their 

crystallographic structures resolved, Bioinformatics is highlighted using methodologies that 

predict the three-dimensional structure of these proteins in complex with their ligands. 

Considering that structural studies with these proteins are still few, the present work had the 

objective to predict the structure, to study the affinity and the interactions of the lectin of 

Vatairea guianensis seeds in complex with different glycans applying techniques of 

bioinformatics, like homology modeling and docking Molecular, in addition to investigating 

its inflammatory effect in vivo. The VGL model was obtained by homology with Vatairea 

macrocarpa (VML) lectin and demonstrated common characteristics of legume lectins and the 

analysis of protein-linker interaction revealed favorable interactions with N-acetyl-D-

galactosamine, D-galactose and sugars. As well as various biologically relevant N- and O-

glycans. The in vivo paw edema test revealed that VGL induces the edematogenic effect 

involving prostaglandins, interleukins and the lectin carbohydrate recognition domain. 

Together, these data corroborate with work already reported in which VGL interacts with N- 

or O-glycans of target molecules, particularly those with galactosides in their structure, 

contributing to the inflammatory effect of the lectin. 

 

Keywords: Vatairea guianensis. Lectin. Molecular modeling. Molecular docking. 

Inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

Amplamente distribuídas na natureza, as lectinas podem ser encontradas em 

plantas (inferiores e superiores), animais (invertebrados e vertebrados) microrganismos e até 

mesmo em vírus. Compreendem um grupo heterogêneo de proteínas de origem não imune, 

que possuem pelo menos um domínio não catalítico que seletivamente reconhece 

carboidratos, se ligando de maneira reversível a açúcares livres ou glicanos presentes em 

glicoproteínas ou glicolipídeos, sem alterar suas estruturas (PEUMANS; VAN DAMME, 

1995 apud DA SILVA, 2017). 

Os tipos de interações lectina/ligante são possíveis porque elas têm um domínio 

de reconhecimento a carboidratos (CRD) dentro de sua estrutura que contribui para uma 

característica representativa da maioria das lectinas: a capacidade de aglutinar eritrócitos. 

Devido a esta capacidade, elas também são conhecidas como aglutininas (GAJBHIYE e 

GONG, 2013) e são amplamente utilizadas em pesquisas, inclusive terapêuticas, pois 

fornecem especificidade apropriada aos seus glicanos e mostram resistência à degradação 

enzimática. 

Estas moléculas desempenham um papel fundamental em muitos processos 

biológicos conhecidos, tais como comunicação, adesão e interação celular, mecanismos de 

defesa, resposta imunológica, fertilização e desenvolvimento (TEIXEIRA et al., 2014; 

GABIUS, 1997), entre outros.  

São bem descritas na literatura algumas propriedades dessas biomoléculas com 

atividade inseticida (MACEDO et al., 2015; OHIZUMI et al., 2009; ATALAH et al., 2014), 

atividade anti-inflamatória e pró-inflamatória (FREIRE et al. 2003, BENJAMIN et al., 1997, 

ASSREUY et al., 1997, ALENCAR et al., 2005), efeito vasodilatador em anéis de aorta 

(ASSEREUY et al., 2009), e indução de apoptose (BARBOSA et al., 2001), entre outros. 

Assim, estas proteínas são consideradas ferramentas importantes na biotecnologia (DA 

SILVA, 2015).  

As lectinas mais estudadas são de origem vegetal, principalmente da família 

Leguminosae. Dentro desta família destacam-se as tribos Phaseoleae, Vicieae e Dalbergieae 

pertencentes a subfamília Papilionoideae. Podemos citar dentre as lectinas da tribo 

Dalbergieae as que têm afinidade com N-acetil-glicosamina e que apresentam importantes 

atividades anti-inflamatórias como as extraídas de sementes de Lonchocarpus sericeus 

(NAPIMOGA et al., 2007) e Lonchocarpus araripensis (PIRES et al., 2011). No entanto, as 

que têm afinidade para galactose, como a de sementes de Vatairea macrocarpa (VML), 

possui propriedade pró-inflamatória. O efeito inflamatório dessa proteína ocorre por meio da 

ativação de macrófagos com liberação de citocinas (ALENCAR et al., 2007). Lectinas do 
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gênero Vatairea, como a VML, reconhecem também o antígeno Tn (Ser-GalNAc/Thr-

GalNAc) presentes em uma grande variedade das células neoplásicas. Estudos cristalográficos 

estruturais dessa lectina, tanto na sua forma nativa (SOUSA et al., 2015) como recombinante 

(SOUSA et al., 2016), demonstram a nível molecular a alta afinidade dessas proteínas por 

esse antígeno, candidatando-as como prováveis ferramentas para uso terapêutico ou em 

diagnóstico de vários tipos de câncer. 

Outra lectina com afinidade de ligação por N-acetil-D-galactosamina/D-galactose 

extraída de sementes de Vatairea guianensis (VGL) apresenta efeito vasodilatador in vitro, 

em aorta endotelial via óxido nítrico (SILVA et al., 2012). Reportam-se algumas lectinas 

caracterizadas bioquimicamente dentro da tribo Dalbergieae, mas apenas as de sementes de 

Pterocarpus angolensis (LORIS, et al., 2004), Centrolobium tomentosum (ALMEIDA, et al., 

2016), Platypodium elegans (BENEVIDES et al., 2012), Arachis hypogaea (BANERJEE et 

al., 1996) e Vatairea macrocarpa (SOUSA et al., 2015; SOUSA et al., 2016), tiveram suas 

estruturas resolvidas e consequente entendimento da estrutura/função. 

Os estudos estruturais das lectinas servem como ferramentas para compreender de 

que forma essas proteínas comportam-se nos vários processos fisiológicos. Para as lectinas 

que ainda não tenham suas estruturas cristalográficas resolvidas, a Bioinformática ganha 

destaque utilizando metodologias que simulam o comportamento tridimensional destas 

lectinas com os seus ligantes relacionado diretamente com a atividade testada.  

Considerando que estudos estruturais com estas lectinas ainda são poucos, o 

presente trabalho tem por objetivo estudar a afinidade e as interações da lectina de sementes 

de Vatairea guianensis por diferentes glicanos a partir de técnicas de Bioinformática, como 

docking e dinâmica molecular, além de investigar o seu efeito inflamatório. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Este trabalho tem por objetivo avaliar a estrutura/função de uma lectina obtida de 

sementes de Vatairea guianensis (VGL) através de ferramentas de bioinformática bem como 

em modelos de inflamação. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Isolar a lectina VGL de sementes de Vatairea guianensis; 

 Determinar o efeito inflamatório da lectina em modelo de edema de pata; 

 Fazer Análise Histológica e Imunohistoquímica dos tecidos testados contra o efeito 

inflamatório; 

 Determinar a estrutura secundária da VGL; 

 Simular interações por Dinâmica Molecular da VGL com vários glicanos; 

 Simular interações por Docking Molecular da VGL com N e O-glicanos. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 Histórico e Classificação de lectinas vegetais 

Como já citado, as lectinas são proteínas ubíquas e em sua grande maioria 

isoladas a partir de plantas. As lectinas vegetais podem ser encontradas em qualquer parte das 

plantas. Nas sementes, entretanto, é possível encontrar em uma concentração maior: até 10% 

do peso total da semente (LORIS, 2002; SHARON e LIS, 2004), o que torna vantajoso a sua 

obtenção para prosseguir com outros estudos como atividades biológicas e sua caracterização.  

Reporta-se na literatura como primeiro caso de hemaglutinação de células causada 

por lectinas o experimento de Silas Weir Mitchel em 1860, onde observou que uma gota do 

veneno da cobra Crotalus durissus foi capaz de aglutinar sangue de pombo (PEUMANS; 

VAN DAMME, 1998). Quanto as lectinas de plantas, o primeiro relato data de 1888 por Peter 

Hermann Stillmark o qual descreveu as propriedades aglutinantes da ricina, uma lectina tóxica 

extraída de sementes da Ricinus communis (mamona). Em 1972, Sharon e Lis listaram 

diferentes lectinas, iniciando a era moderna da lectinologia (BIES, LEHR, WOODLEY, 2004 

apud OSTERNE, 2016). 

Durante a Segunda Guerra Mundial, o interesse na tipagem de sangue para a 

transfusão de sangue resultou na descoberta de algumas lectinas específicas para vários tipos 

de sangue. Essas aglutininas foram assim denominadas "lectinas", um termo derivado da 

palavra latina "legere", que significa "escolher". As lectinas foram encontradas em quase 

todas as espécies de plantas estudadas e são particularmente abundantes nas sementes de 

leguminosas (VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA, 2004). 

Estas proteínas formam um grupo heterogêneo de proteínas por serem diferentes 

entre si no que diz respeito às propriedades bioquímicas e físico-químicas, relação 

evolucionária, estrutura molecular, especificidade e atividades biológicas. As lectinas vegetais 

estão divididas em quatro classes principais de acordo com a sua estrutura e seu sítio de 

ligação a carboidratos (VAN DAMME et al., 1995; VAN DAMME et al., 1998). A Figura 1 

ilustra cada classe e a descrição de cada uma delas. 

A primeira classe é do tipo monovalente, apresentando um único sítio de ligação a 

carboidrato, sendo incapazes de causar aglutinação de células ou de precipitar 

glicoconjugados. São chamadas de Merolectinas e a heveína, obtida a partir do látex de 

Hevea brasiliensis, é um exemplo classicamente citado. (VAN DAMME et al., 1998). 

A segunda classe apresenta dois ou mais sítios idênticos de ligação a carboidratos, 

podendo assim estabelecer ligações cruzadas entre células e glicoconjugados e, 
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eventualmente, precipitando-os. Um exemplo dessa classe, denomidada de Hololectinas, é a 

lectina de Dioclea wilsonii (DWL) (RANGEL et al., 2011).  

Na terceira classe, além dos domínios de ligação a carboidrato, existe um ou mais 

domínios independentes e de função biológica distinta (ex: atividade enzimática). Essa classe 

é denomindade de Quimerolectinas. Podemos citar como exemplo a PPL2, uma lectina 

obtida a partir de sementes de Parkia platycephala, que apresenta de forma independente um 

domínio ligante a quitina e outro com atividade endoquitinásica (CAVADA et al., 2006). 

Por último temos a classe das proteínas que têm pelo menos dois domínios 

distintos de ligação a carboidratos, entretanto, diferentemente das hololectinas essas proteínas 

são hábeis a reconhecer diferentes sacarídeos (VAN DAMME et al., 1998). São chamadas de 

Superlectinas e, como exemplo, podemos citar a lectina do bulbo da tulipa (Tulipa 

gesneriana), TxLCI, que é formada por dois domínios de ligação a carboidrato, reconhecendo 

manose e N-acetil-D-galactosamina, respectivamente; e a lectina da banana (Musa 

acuminata), que possui dois sítios distintos de reconhecimento a laminaribiose e xilose-β1,3-

manose-α-O-metil em domínios distintos (MEAGHER et al., 2005 apud DE SOUSA, 2014). 

 

Figura 1 - Classificação estrutural das lectinas de plantas. 

 

Fonte: Osterne (2016). Imagem adaptada de VAN DAMME et al., 1998. DRC: Domínio de 

Reconhecimento a Carboidratos. 
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De acordo com Peumans e Van Damme (1998) apud OSTERNE (2016) é 

conhecido outro tipo de divisão das lectinas em famílias baseando-se em suas relações de 

sequência e evolutivas, subdivididas em: lectinas de leguminosas, lectinas de 

monocotiledôneas ligantes a manose, lectinas ligantes a quitina contendo domínios 

heveínicos, proteínas inativadoras de ribossomos tipo 2, proteínas relacionadas a jacalina, 

lectinas de Amaranthaceae e lectinas do floema de Cucurbitaceae. 

O grupo das lectinas de leguminosas é as mais estudadas contendo alta 

similaridade estrutural e de sequência. A estrutura da lectina manose específica de 

Cymbosema roseum (CRL I) é mostrada na Figura 2A (OSTERNE 2016). 

Outro grupo de lectinas bastantes similares encontradas nas famílias de 

Amaryllidaceae, Alliaceae, Araceae, Orchidaceae, Liliaceae e Bromeliaceae são as Lectinas 

de monocotiledôneas ligantes a manose. Estruturalmente, essas lectinas são formados por 1 

a 4 subunidades de aproximadamente 12 kDa e são específicas exclusivamente por manose 

(PEREIRA et al., 2014; PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Algumas atividades biológicas 

relatadas para esse grupo de proteínas são as atividades antiviral (KAUR et al., 2007) e 

inseticida (DAS et al., 2013, MONDAL et al., 2012). Na figura 1B. tem-se a estrutura da 

lectina manose-específica de Gastrodia elata. 

Quanto ao grupo de Lectinas ligantes a quitina homóloga a heveína possuem 

especificidade por N-acetil-glicosamina e sua principal característica é a presença de 

domínios heveínicos (referência a heveína, uma merolectina ligante a quitina extraída do látex 

da Hevea brasiliensis) (VAN HOLLE; VAN DAMME, 2015). A Figura 2C mostra a lectina 

de gérmen de trigo (WGA), a principal representante desse grupo possuindo quatro domínios 

estruturalmente semelhante a Heveína (PORTILLO-TÉLLEZ et al., 2011). 

Existe ainda uma classe de Proteínas inativadoras de ribossomo tipo 2 (As RIPs 

tipo 2) formadas por duas cadeias polipeptídicas (cadeias A e B unidas por pontes dissulfeto). 

A cadeia A possui um domínio adenosina glicosidase com forte atividade de inativação dos 

ribossomos de procariotos e eucariotos animais. Já a cadeia B permite a ligação dessas 

proteínas aos carboidratos da superfície das células (SCHROT; WENG; MELZIG, 2015). Já é 

bem conhecido a Ricina e a Abrina (Figura 2D) extraídas de Ricinus communis e Abrus 

precatorius, respectivamente como exemplos desse grupo. 

Outra família representante de lectinas são as relacionadas a jacalina presentes 

em sementes de Artocarpus integrifolia (jaca), por isso o uso do nome. Baseado na 

especificidade por carboidratos, essas lectinas são classificadas em dois grupos: as ligantes a 

galactose e as ligantes a manose. Lectinas pertencentes a esse grupo (Figura 2E) são 

encontradas em espécies de Moraceae e Convovulaceae (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). 
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Outro representante de lectinas classificada de acordo com a família não se 

assemelha com nenhuma outra proteína dos outros grupos, tanto para a sequência primária de 

aminoácidos como consequente estrutura tridimensional. São o grupo das Lectinas de 

Amaranthaceae. Seu representante principal é a Amarantina (Figura 1E), lectina extraída de 

Amaranthus caudatus. As lectinas extraídas de plantas desse gênero são todas ligantes a N-

acetil-galactosamina (KAUR et al., 2006; PEUMANS; VAN DAMME, 1998). 

Por último temos as Lectinas do floema de Cucurbitaceae uma pequena família 

de lectinas ligantes a quitina que ocorrem no floema de algumas plantas da família 

Cucurbitaceae. Estruturalmente esse grupo contém lectinas diméricas compostas de duas 

subunidades idênticas de 24 kDa. Essas lectinas possuem grande similaridade sequencial entre 

si mas são muito diferentes de outras lectinas de plantas (LANOO; VAN DAMME, 2014; 

PEUMANS; VAN DAMME, 1998). Até o momento não se tem estruturas resolvidas de 

lectinas de floema de Cucurbitaceae. 

 

Figura 2 - Classificação das lectinas quanto a famílias. 

 

Fonte:  Osterne (2016). Estrutura tridimensional de lectinas de cada grupo. A) CRL I (PDB 3A0K), B) Lectina 

manose-específica de Gastrodia elata (PDB 1XDG), C) WGA (2UVO), D) Abrina (PDB 2ZR1), E) Jacalina 

(PDB 1UGW), F) Amarantina (PDB 1JLY). 
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3.1.1 Lectinas de leguminosas 

Dividida em três subfamílias distintas, sendo elas: Papilionoideae, 

Caesalpinioideae e Mimosoideae as leguminosas representam o grupo de plantas com suas 

lectinas mais bem estudadas e reportadas na literatura. Dessas três a que mais é reportada com 

estudos de caracterização são as da subfamília Papilionoideae, em especial da tribo Phaseolae 

(PINTO-JUNIOR 2016).  

Estruturalmente as lectinas de leguminosas são geralmente compostas por duas ou 

quatro subunidades, iguais ou diferentes, com massa molecular em torno de 27 kDa, 

compostas geralmente de uma cadeia polipeptídica simples com cerca de 250 aminoácidos. 

Essas cadeias geralmente podem unem-se formando dímeros, combinando-se e formando 

tetrâmeros mediados por ligações não covalentes como pontes de hidrogênio, interações 

hidrofóbicas e eletrostáticas (Figura 3). Cada uma destas subunidades apresenta um único 

sítio de ligação a carboidratos, além de um ou mais sítio de ligação a íons metálicos, podendo 

ainda apresentar uma ou duas glicosilações (SHARON & LIS, 1989 apud DE SOUSA 2014). 

 

Figura 3. Estrutura tridimensional da lectina recombinante de sementes de Dioclea 

grandiflora (DGL). 

 

Fonte: DE SOUSA, 2014. (PDB ID 2JE9) (NAGANO et al., 2008). A – Estrutura monomérica da DGL 

(sanduíche β / motivo jellyroll) representada em cartoon (azul). Íons cálcio e manganês estão representados 

como esferas (bege e verde, respectivamente), enquanto o ligante xman (5-bromo-4-cloro-3-indolil-α-d-

manose) está representado em sticks (amarelos). B – Estrutura tetramérica da DGL. Os dímeros canônicos 

estão diferencialmente representados em cinza e preto. 
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A estrutura tridimensional das lectinas de leguminosas são caracterizadas pela 

presença do motivo proteico “jellyroll”, também encontrado em outras proteínas e 

frequentemente associado ao processo de reconhecimento de carboidratos (KEITEL et al., 

1993; VARELA et al., 1997).  

Esse motivo possui uma folha β (anterior) parcialmente estendida de seis fitas e 

uma folha β curvada de sete fitas (posterior), antiparalelas e unidas entre si por alças de 

tamanhos variados, formando um sanduíche β (LORIS et al., 1998), estabilizado pela 

presença de dois núcleos hidrofóbicos (BANERJEE et al., 1996). A primeira observação deu-

se pela estrutura da lectina de Canavalia ensiformis (ConA), sendo a mais extensamente 

observada dentre as lectinas. Mesmo com alta similaridade entre as lectinas de leguminosas, 

pequenas alterações nas sequências de aminoácidos podem resultar em modificações 

relevantes na forma de associação entre os monômeros (SINHA et al., 2007). 

É bem relatado na literatura que algumas lectinas de leguminosas, como da 

subtribo Diocleinae, exibem uma oligomerização dependente de pH (CALVETE et al., 1999; 

NAGANO et al., 2008), o que pode influenciar diretamente nas atividades biológicas dessas 

lectinas, uma vez que essas proteínas são capazes de se ligar a receptores glicosilados 

presentes na superfície das membranas de forma mais eficiente na forma tetramérica 

(DELATORRE et al., 2006). 

Pode-se acrescentar ainda que as lectinas desse grupo, quando sintetizadas no 

retículo endoplasmático (RE), são produzidas na forma de pré-pro-lectinas, compostas por um 

peptídeo sinal (20 a 30 resíduos de aminoácidos) na região N-terminal, duas cadeias 

peptídicas (β e 𝚼), uma cadeia intermediária que será glicosilada no RE e um peptídeo sinal 

na região C-terminal. Após a clivagem do peptídeo sinal na região N-terminal, a pré-pro-

proteína é reprocessada no Complexo de Golgi, onde uma endopeptidase é responsável pela 

remoção do peptídeo sinal na região C-terminal e da cadeia intermediária, tornando-se 

deglicosilada e funcionalmente ativa. As cadeias β e 𝚼 são então religadas em uma posição 

invertida em relação ao precursor (Figura 4) (CARRINGTON et al., 1985 apud DA SILVA, 

2015).  
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Figura 4. Mecanismo representativo da Biossínte de Concanavalina A (ConA).  

 

Fonte: DA SILVA, 2015. Adaptado de CARRINGTON, 1985. Sumário dos eventos de processamento 

convertendo a proconcanavalina A glicosilada (pré-pro-conA) em lectina madura. Extremidades amino e carboxi 

terminal da lectina madura estão indicados por N e C, respectivamente, e o número em parênteses refere-se a 

resíduos da concanavalina A madura. Durante o processamento na planta, a pro-proteína glicosilada inativa é 

deglicosilada resultando no surgimento da atividade de ligação a carboidrato. A ação de uma endopeptidase que 

cliva o nonapeptídio carboxiterminal e o espaçador da deglicosilação está mostrado em verde e amarelo, 

respectivamente. Resíduos 118 e 119 são ligados enzimaticamente. Splicing então resulta em uma transposição 

do arranjo linear dos domínios protéicos 𝚼 e β. RE: retículo endoplasmático, CG: complexo de golgi, V: 

vacúolo. 

 

3.1.2 Lectinas da tribo Dalberbieae 

A tribo Dalbergieae, pertencente à família Leguminosae (Fabaceae), subfamília 

Papilionoideae, compreende 48 gêneros e 1.200 espécies aproximadamente. Esta subfamília 

recentemente foi reorganizada em diversos clados de acordo com os estudos de filogenia 

molecular, sendo a tribo Dalbergieae correspondente a um clado monofilético denominado de 

Dalbergióide, no qual foram incluídos alguns gêneros, como Arachis, Adesmia e 

Aeschynomene (BRUNEAU et al., 2013; CARDOSO et al., 2013; LAVIN et al., 2001 apud 

DA SILVA, 2017). 

As espécies pertencentes ao clado Dalbergióide têm nódulos radiculares do tipo 

aeschynomenóides como principal característica (BRUNEAU et al., 2013), que são ausentes 

em espécies do gênero Andira e Vatairea, permitindo a reorganização destas em clados 
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externos, como sugerido por CARDOSO e colaboradores (2013). Entretanto, a relação entre 

estes gêneros ainda permanece obscura em estudos de filogenia molecular (BRUNEAU et al., 

2013), levando diversos autores a considerarem os gêneros Andira e Vatairea ainda como 

pertencentes a tribo Dalbergieae. 

Quanto as lectinas, é reportado na literatura 16 proteínas pertencentes a esta tribo, 

sendo a maioria membros da subfamília Papilionoideae (MANN et al., 2001). Os resultados 

até então obtidos para a tribo Dabergieae sugerem a existência de pelo menos dois grupos de 

lectinas, que podem ser categorizados de acordo com suas diferentes especificidades: 

Primeiro, especificidade com glicose/manose (maioria), constituídas por uma única cadeia 

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

existência de processamento pós-traducional; segundo, compartilham características de 

especificidade por galactose e seus derivados, como é o caso do gênero Vatairea, constituídas 

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

(VASCONCELOS et al, 2015). 

Além das lectinas do gênero Vatairea, uma lectina obtida da espécie Arachis 

hypogeae (LOTAN et al., 1975) pode também ser inserida nesse grupo, embora apresente 

características diferenciadas, como a presença de apenas duas cadeias polipeptídicas (α e β) e 

um processamento pós-traducional semelhante a lectina convanavalina A, como demonstrado 

por YOUNG e colaboradores (1991).  

Lectinas de exemplares da tribo Dalbergieae foram purificadas e caracterizadas 

quanto a sua especificidade e atividades biológicas. A Tabela 1 está atualizada conforme Da 

Silva (2017) e Almeida (2016). 
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Tabela 1. Lectinas da tribo Dalbergieae. 

Espécie Especificidade Referência 

Andira fraxinifolia Man/Glc RANGEL et al., 2009 

Andira Pisonis Man/Glc LÓSSIO et al., 2014 

Andira surinamensis Man/Glc NOBRE, 2012 

Andira anthelmia Man/Glc NASCIMENTO et al., 2015 

Arachis hypogaea L. Gal LOTAN et al., 1975 

Arachis hypogaea L. Alpha MM SINGH; DAS, 1994 

Arachis hypogaea L. Lac/ Celo SINGH; DAS, 1994 

Centrolobium microchaete Man/Glc VASCONCELOS, 2015 

Centrolobium tomentosum Man/Glc ALMEIDA et al., 2014 

Lonchocarpus araripensis GlcNac PIRES et al., 2008 

Lonchocarpus capassa Gal/GalNAc JOUBERT et al., 1986 

Lonchocarpus. Sericeus GlcNAc ALENCAR et al., 1999 

Machaerium acutifolium GlcNAc BEZERRA et al., 2003 

Platymiscium floribundum Man/Glc PEREIRA-JÚNIOR et al., 2012 

Platypodium elegans Vogel Man/Glc BENEVIDES et al., 2012 

Pterocarpus angolensis Man/Glc LORIS et al., 2003 

Pterocarpus rotundifolius Man/Glc MARONDEDZE et al., 2004 

Vatairea guianensis Aubl Gal/GalNAc SILVA et al., 2012 

Vatairea macrocarpa (Bent.) Ducke Gal/GalNAc CAVADA et al., 1998 

Fonte: Elaborado pelo autor. Man: manose; Glc: glicose; Gal: galactose; Alfa MM: Alfa Metil Manosídeo; 

Lac: Lactose; Celo: Celobiose; GlcNac: N-acetilglicosamino; GalNac: N-acetilgalactosamino. 

 

Apesar da tribo Dalbergieae apresentar um número considerável de lectinas 

caracterizadas, apenas quatro lectinas apresentam estruturas tridimensionais determinadas: a 

lectina de Pterocarpus angolensis (PAL), Platypodium elegans recombinante (PELa) 

(BENEVIDES et al., 2012; LORIS et al., 2003) e a lectina de Centrolobium tomentosum 

(CTL), todas manose/glicose específicas; e a lectina de Vatairea macrocarpa (VML), 

específica à galactose e seus derivados (SOUSA et al., 2015). 

Estudos relatam as lectinas do gênero Arachis, como as primeiras relatadas na 

literatura para a tribo Dalbergieae. Na espécie Arachis hypogaea é possível isolar uma lectina 

das sementes específica a galactose e seus derivados (PNA) (LOTAN et al., 1975) com 

grande potencial biotecnológico. Ensaios de inibição com a lectina PNA nativa, bem como 

com o seu precursor expresso em Escherichia coli, demonstraram a maior afinidade desta 
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lectina pelo dissacarídeo Gal(β1-3) GalNAc, principal constituinte dos antígenos T e Tn 

(LOTAN et al., 1975; RODRIGUEZ-ARANGO et al., 1992).  

Os antígenos T/Tn estão principalmente presentes na superfície de células 

tumorais malignas e timócitos imaturos (SHARMA; VIJAYAN; SUROLIA, 1996), o que 

torna a PNA uma potencial ferramenta utilizada como marcador para a histoquímica do 

câncer (SOUSA et al., 2015), como demonstrado pela sua atual comercialização em 

complexação com diferentes corantes por diferentes empresas (GeneTex©; Sigma-Aldrich©; 

Vector Laboratories©). 

Estudos apontam uma lectina de Lonchocarpus sericeus (LSL), capaz de diminuir 

a resposta inflamatória e a colonização bacteriana em um quadro de peritonite infecciosa em 

ratos (ALENCAR et al., 2005), além da diminuição da migração leucocitária e 

hipernocicepção mecânica (NAPIMOGA et al., 2007). Outra lectina deste gênero, 

Lonchocarpus araripensis (LAL), demonstrou possuir ação antinociceptiva em camundongos 

(AMORIM, 2016), atividade anti-inflamatória em modelos de edema de pata e peritonite em 

ratos (PIRES et al., 2008). 

Outras lectinas também foram caracterizadas e tiveram suas atividades biológicas 

demonstradas, como a lectina de Centrolobium tomentosum (CTL), que apresentou um efeito 

inflamatório agudo em modelos de edema de pata em ratos (ALMEIDA et al., 2016) e a 

lectina de Andira anthelmia (AAL), que apresentou um efeito analgésico envolvendo o 

domínio de reconhecimento a carboidratos (NASCIMENTO et al., 2015). 

No gênero Vatairea, a lectina de sementes de Vatairea macrocarpa (VML) têm 

demonstrado, em alguns trabalhos, os diferentes efeitos biológicos causados: indução de 

infiltração de leucócitos em edema de pata (ALENCAR et al., 2007), liberação de mediadores 

quimiotáticos por macrófagos (ALENCAR et al., 2007), aumento da resistência vascular 

renal, filtração glomerular e fluxo urinário (MARTINS et al., 2005), migração de neutrófilos 

in vivo (ALENCAR et al., 2007) e indução de comportamento tipo depressivo, aumentando a 

expressão de proteínas relacionadas à inflamação e reatividade glial (GONÇALVES, 2013). 

Além disso, VML se destaca devido a sua notável capacidade de reconhecer antígenos Tn 

(DAM et al., 2007), demonstrada através da resolução de sua estrutura tridimensional em 

complexação com este ligante (SOUSA et al., 2015 apud DA SILVA, 2017) o que evidencia 

mais estudos com espécies desse mesmo gênero para efeito comparativo e produção de 

fármacos com potencial biotecnológico. 
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3.1.3 Lectinas de sementes de Vatairea guianensis Aublet (VGL) 

A espécie Vatairea guianensis Aublet (Figura 5) é nativa da região amazônica, 

conhecida como faveira, fava de empigem, faveira de empigem, fava bolacha, fava mutum, 

faveiro e angelim do igapó. É uma árvore que mede em torno de 8 a 25 metros de altura, 

comum em áreas de florestas sazonalmente inundáveis, raramente encontrada em terra firme e 

com frutificação geralmente no período de junho (SILVA, 2011). 

 

Figura 5. Partes da Vatairea guianensis: flores, ramos e fruto. 

 

Fonte: La Chaussette Rouge, (2017) e  TRAMIL (2017). A: Flores, folhas e ramos; B: Frutos secos e C: 

Ramos com frutos. 

 

FILOGENIA: 

Família Leguminosae (Fabaceae) 

Subfamília Papilionoideae 

Tribo Dalbergieae DC. 

Gênero Vatairea 

Espécie Vatairea guianensis Aublet. 

 

O conhecimento etnofarmacológicos relata que o suco do fruto (Figura 5B), assim 

como a infusão das cascas do caule e raíz são utilizados, pela medicina tradicional, para curar 

empigem e outras dermatoses no Brasil, Venezuela e Guiana Francesa. Já conhecido em 
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regiões do médio e baixo Amazonas que populações dessa região usam a semente contra 

diversos tipos de micoses superficiais (DA SILVA, 2013). 

Estudos fitoquímicos relatam a presença de classes bioativas no extrato etanólico 

das sementes de V. guianensis: tanino, antocianinas, antocianidinas, flavanóides, xantonas, 

esteroides, triterpenóides, saponinas e quinonas (FERREIRA, SANTOS e VIANA, 2004). 

Quanto a presença de lectina em sementes de Vatairea guianensis, o primeiro 

estudo relata sua especificidade por D-galactose e derivados; nomeada de (VGL), é uma 

glicoproteína capaz de reconhecer glicoconjugados da superfície de diferentes linhagens de 

células cancerígenas do cólon humano (ISÍDRIO, 2002). 

Estudos mais recente relatam a sua especificidade a galactose/N-Acetil-

galactosamina, sendo diferenciada de acordo com seu perfil eletroforético em uma proteína 

composta por uma dupla banda de 30-32 kDa, denominada de cadeia α, e duas bandas 

menores de 18 e 15 kDa respectivamente correspondentes a cadeia β e γ (SILVA et al., 2012). 

Estudos com a VGL demonstraram a capacidade desta lectina em induzir a inflamação de 

maneira aguda em ensaios de edema de pata e peritonite, associada à elevação da migração de 

leucócitos para a cavidade peritoneal, sua potencial atividade neuroprotetora frente a 

neurotoxicidade glutamatérgica in vitro em hipocampos de ratos (JACQUES, 2012), bem 

como seu efeito relaxante in vitro em aortas endotelizadas de ratos, envolvendo a participação 

do óxido nítrico e do sítio de reconhecimento a carboidratos da lectina (SILVA et al., 2012). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Purificação da Lectina (VGL) de sementes de Vatairea guianensis Aublet 

O processo de purificação procedeu-se de acordo com a metodologia de Silva et 

al. (2012). As sementes maduras de V. guianensis (coletadas em Manaus, Amazonas-Brasil) 

foram trituradas em moinho de café até a obtenção de um pó fino. As proteínas solúveis foram 

extraídas em tampão glicina-HCl 100 mM, pH 2,6, contendo 150 mM de NaCl (1:10 p/v) à 

temperatura ambiente sob agitação contínua durante 4 horas. Posteriormente o extrato foi 

centrifugado a 10 000 x g durante 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi precipitado com 

sulfato de amônio para obtenção da fração 0-60%. Após 12 horas de contato em repouso, a 

suspensão foi centrifugada. O precipitado foi ressuspenso e dislisado contra NaCl 150 mM. A 

fração foi submetida a cromatografia de afinidade em matriz de goma de guar previamente 

equilibrada com NaCl 150 mM. Após a remoção do material não retido (P1) com a mesma 

solução de equilíbrio, a lectina foi eluída com 100 mM de D-galactose (P2). A cromatografia 

foi realizada com fluxo de 1 mL/min e frações de 3 mL foram coletadas. A eluição foi 

monitorada por espectrofotometria em comprimento de onda de 280. O P2, que corresponde a 

lectina purificada (VGL) foi dialisado contra água destilada, liofilizado e armazenado em 

frascos hermeticamente fechados. 

 

4.2 Avaliação da atividade inflamatória em modelo de edema de pata 

Para avaliação do efeito inflatório, a VGL foi administrada nas concentrações de 

0,01; 0,1 e 1 mg/kg em ratos Wistar (150 e 200 g) por administração subcutânea (s.c.). Os 

controles receberam solução salina estéril (0,1 mL/100 g de massa corporal). Todos os 

procedimentos experimentais foram realizados conforme os princípios éticos e legais 

aprovados pelo Comitê de Ética para uso de animais da Universidade Estadual do Ceará 

(CEUA No. 10130208-8 / 40).  

O edema da pata foi medido em hidropletismômetro imediatamente antes da 

injeção da lectina (tempo zero) e de 0,5 a 72 horas depois. Sendo expresso como a diferença 

entre o volume deslocado pelas patas imediatamente antes da indução (tempo zero) e nos 

tempos de 30 min-24 h após o estímulo e expresso em mL ou área sob a curva (ASC) pelo 

método do trapézio (LANDUCCI et al., 1995).  

A participação de mediadores inflamatórios no efeito da lectina foi avaliado 

tratando os animais com os seguintes medicamentos farmacológicos Inibidores: óxido nítrico 

sintase (N-Nitro-L-arginina Éster metílico / L-NAME; 25 mg / kg; Intravenosa), 

ciclooxigenase (Indometacina, 5 mg/kg, subcutâneo) e interleucina-1β (Talidomida, 45 
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mg/kg, intraperitoneal) 30 minutos antes da administração da VGL (1 mg/Kg; s.c.) 

(FEITOSA et al., 2002). 

A participação do domínio de reconhecimento de carboidratos da lectina (CRD) 

foi avaliada pela injeção da dose mais ativa da VGL (1 mg/kg) após incubação (30 min/37 °C) 

com açúcar Galactose (0,1 M). A galactose foi individualmente incubada nas mesmas 

condições que o controle. 

 

4.2.1 Análise histológica 

Para averiguação das alterações fisiológicas e/ou celulares, os tecidos da pata 

foram removidos 6 horas após a administração de VGL (1 mg/kg), fixados com 10% de 

formalina tamponada durante 24 horas, incorporados em parafina, cortados em fatias de 5 µm 

de espessura, corados com hematoxilina & eosina (HE) e analisada por microscopia óptica 

acoplado com Sistemas de aquisição de imagem (ScopePhoto; Image Manager 50).  

A intensidade da inflamação do tecido foi classificada de acordo com a seguinte 

pontuação: 0. Tecido normal (sem alteração distinta, 0%), ausência de infiltrado inflamatório; 

1. Mudanças discretas nos tecidos (início de mudanças, até 30%), ligeiro infiltrado 

inflamatório; 2. Mudança moderada do tecido (alterações em partes, 31 e 60%), inflamação 

moderada infiltrar; e 3. Mudanças no severa no tecido (mudanças generalizadas, 61 e 100%), 

infiltrado inflamatório severo. 

 

4.2.2 Imunohistoquímica 

Quanto ao teste imunohistoquímico, fragmentos do tecido da pata foram 

seccionados numa espessura de 3 µm e colocados em lâminas silanizadas e processados 

conforme descrito no seguinte protocolo: as amostras foram desparafinadas, sujeitas para 

reidratação e recuperação do antígeno usando tampão citrato (pH 6,0), incubada (10 min; r.t.) 

com 6% de H2O2 e metanol (1:1) e lavados com tampão TRIS pH 7.6 para inativação dos 

peroxidases endógenas. As amostras foram re-incubadas durante 1 hora (temperatura 

ambiente) com o anticorpo primário (Ab) contra IL-1β (monoclonal; Abcam "AB9787"; 1: 

100), lavou-se e incubou-se novamente (30 min; r.T.) com Imunoglobulina biotinilada (Ig; 

DAKO E0468) e estreptavidina (DAKO P0397). O cromógeno de diaminobenzidina (DAKO 

K3469) foi aplicado durante 10 minutos, e a hematoxilina de Mayer foi utilizada para contra-

coloração. As amostras foram desidratadas (etanol e xileno) e coberto com um suporte de 

suporte permanente. Seções paralelas foram tratados com IgG de controle em vez do 

anticorpo primário.  
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Para avaliação imunohistoquímica semi-quantitativa, seções foram selecionados 

aleatoriamente em 5 campos (aumento de 400x) em áreas de maior concentração de células 

imunomarcadas localizadas em tecido conectivo ou epitelial. A porcentagem de células com 

expressão citoplasmática ou nuclear foi classificada da seguinte forma: (0) ausência de células 

positivas; (1 - leve) 1-33% de células positivas; (2 - moderado) 34-66% de células positivas; 

(3 intensas) 67-100% de células positivas (adaptadas de CHAUDHARY et al., 2012). 

 

4.2.3 Análise estatística 

Para a avaliação dos dados in vivo foram apresentados como média ± SEM, 

determinadas utilizando-se análise de variância (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni. Os 

valores de p<0,05 foram considerados significativos. Os dados histopatológicos e imuno-

histoquímicos foram expressos como mediana (máximo e mínimo) e analisados pelo teste de 

Mann-Whitney. 

 

4.3 Determinação do template e predição da estrutura secundária da VGL 

A sequência VGL foi obtida do Universal Protein Resource (Uniprot) (ID: 

P86893). O modelo para homologia foi obtido sob comparação utilizando a ferramenta 

BLASTp com banco de dados Protein Data Bank (PDB) e parâmetros padrões. As proteínas 

mais similares com VGL foram escolhidos e classificados com base na sua resolução e 

parâmetros geométricos. A predição da estrutura secundária foi realizada usando servidor 

PsiPro, um sistema automatizado para a previsão da estrutura secundária (BUCHAN et al., 

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

modelo de homologia. 

 

4.4 Homologia, modelagem e validação da VGL 

A estrutura 3D de VML complexada com o antígeno Tn (PDB ID: 4U36) foi 

obtida do PDB como a estrutura modelo. O modelo de homologia de VGL foi construído 

utilizando o software MODELLER v.9.16 (WEBB, SALI, 2016). As estruturas da VGL e 

VML foram alinhadas usando o módulo salign, seguido por otimização manual. Inicialmente, 

foram gerados cem modelos que foram classificados com base na função de pontuação 

objetiva do Modeller (Molpdf) e Discrete Optimized Protein Energy (DOPE). Vários modelos 

com menor molpdf e DOPE foram selecionados e submetidos à validação de propriedades 

estereoquímicas como diagrama de Ramachandran, sobreposições estéricas, parâmetros de 

desvio do carbono beta, rotâmeros e desvios dos ângulos de ligação usando a ferramenta 

PROCHECK (LASKOWSKI, 1993). A aceitabilidade da cadeia lateral foi obtida pelo 
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servidor Verify3D (LUTHY, BOWIE e EISENBERG, 1992). QMEAN e os escores-Z 

também foram avaliados pela ferramenta Protein Structure and Assessment (BENKERT, 

BIASINI e SCHWEDE, 2011; BENKERT, TOSATTO e SCOMBURG, 2008). O modelo 

com os melhores valores em todas as validações foi selecionado e aplicado nas análises 

subseqüentes. Os desenhos moleculares foram preparados com PyMol (Shrodinger, LLC). 

 

4.5 Docking Molecular da VGL 

O acoplamento ou docking molecular foi utilizado para verificar a capacidade de 

interação da VGL com vários açúcares (N-acetyl-D-galactosamine, α-methyl-D-galactoside, 

α-D-galactose, α-Lactose, α-D-glucose, N-acetyl-D-glucosamine, N-acetyl-D-mannosamine, 

α-methyl-D-glucoside, Sucrose, α-methyl-D-mannoside, α -D-mannose e α-L-fucose). As 

estruturas minimizadas dos sacarídeos foram baixadas do banco de dados PubChem. 

Simulações foram realizadas pelo software CLC Drug Discovery Workbench (CLC Bio; 

Boston, MA, EUA), um software que usa um modo de precisão padrão para determinar a 

ligação favorável. A localização do CRD da VGL foi obtida por superposição com VML.  

Como parâmetros de docking, o raio de ligação ajustado para 10 Å3 em torno do 

CRD de VGL e o número de iterações definido para 5000. O algoritmo PLANTSPLP foi 

aplicado para calcular o escore de ancoragem (KORB, STUTZLE e EXNER, 2009), de modo 

que valores mais negativos indicam uma interação mais forte e as melhores posições para 

cada ligante foram selecionados com base em ligações de hidrogênio e interações 

hidrofóbicas. LIGPLUS (WALLACE, LASKOWSKI e THORNTON, 1995) e PyMol foram 

aplicados para gerar diagramas de interação 2D e representações moleculares, 

respectivamente. O resultado para a interação com o GalNAc foi comparado com o da 

estrutura cristalográfica de VML (PDB ID: 4U2A). 

 

4.6 Docking de N- e O-glicanos com VGL 

A estrutura VGL também foi submetida a docking molecular com vários N e O-

glicanos comumente encontrados em glicoproteínas. As estruturas dos glicanos foram obtidas 

de vários trabalhos científicos (BROCKHAUSEN, SCHACHTER e STANLEY, 2009; 

PARKER et al., 2013) e construído com a ferramenta de criação de carboidratos Glycam-Web 

(GLYCAN-WEB, 2017) onde todos os glicanos foram submetidos a minimizações de energia 

usando o AMBER 12 (CASE et al., 2012) com o campo de força GLYCAM_06j-1 

(KIRSCHNER, 2008) via Glycam-Web incorporado em módulos. Ausência de ligação de 

hidrogênio e suas correções foram realizadas pelo módulo de preparação de ligantes do 

software Hermes V.1.8.2. As simulações de docking foram realizadas com o GOLD v. 5.5 
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(CCDC, Cambridge, Inglaterra), que implementa um algoritmo genérico para encaixar 

ligantes nos sítios de ligação das proteínas explorando uma grande variedade de ligantes com 

flexibilidade parcial da proteína (JONES et al., 1997). VGL foi preparada para a simulação 

através da remoção de moléculas de solvente e ligantes. O sítio de ligação foi definido no 

centro do domínio de reconhecimento de carboidratos e todos os átomos compreendendo 12 Â 

de raio. Os parâmetros de docking foram: tamanho da população 100, pressão de seleção de 

1.1, número de operações de 10.000, número de ilhas de 5, tamanho de nicho de 2 e 

freqüência de cruzamento de 95. Para todos os ligantes, foram geradas 20 poses e filtradas 

pelo ponto de ancoragem, geometria do oligossacarídeo, ligações de hidrogênio e coerência 

das interações hidrofóbicas. Foi realizada a validação comparando interações da VGL-

Galactose com complexo e remoção de poses com estirões geométricos sérios. PLANTSPLP 

foi escolhido como função de pontuação (KORB, STUTZLE e EXNER, 2009) e VGL-

Galactose A pontuação foi usada como comparação. Todas as outras opções foram programa 

padrão. As figuras complexas de VGL-glicanos foram geradas em PyMol.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Avaliação da atividade inflamatória em modelo de edema de pata 

Os resultados da atividade inflamatória de VGL em modelo de edema de pata em 

ratos mostraram efeito dose dependente durante 48 horas (Figura 6A) nas concentrações de 

0,01 mg/Kg (0,21 ± 0,03 ASC); 0,1 mg / Kg (0,42 ± 0,06 ASC) e 1 mg/Kg (0,59 ± 0,08 ASC) 

em comparação com a solução salina (0,06 ± 0,02 ASC) (Figura 6B). Entre 4 e 8 horas, VGL 

mostrou máxima eficácia, iniciando o efeito edematogênico 30 minutos após a administração 

na dose de 1 mg/Kg. Nessa mesma concentração, a lectina induziu infiltrado polimorfonuclear 

ao longo do tempo, acentuando-se às 6 horas [VGL: mediana 3 (3,3) *; P ¼ 0,0022 vs. 

solução salina: mediana 0 (0,1)] (Figura 7).  

Figura 6. Indução do edema de pata por VGL. A) Curso temporal e B) Área sob a curva. 

 

Fonte: Marques et al., 2017. Médias ± S.E.M. (n = 5 – 6). *p < 0.05 comparado com a salina. #p < 0.05 

comparados entre as doses. 

 

Estes resultados corroboram com o processo inflamatório agudo elicitado pela 

lectina extraída de sementes do mesmo gênero, Vatairea macrocarpa (VML), uma proteína 

homóloga que provocou efeito edematogênico agudo acompanhado de infiltração de 

leucócitos (ALENCAR et al., 2004). O tratamento prévio dos animais com inibidores e 

mediadores inflamatórios (Figura 8) indicaram a participação de prostaglandinas visto que a 

aplicação da indometacina (inibidor da enzima COX que catalisa a síntese de prostaglandinas) 

reduziu por 37% o efeito edematogênico. Em contrapartida a aplicação do L-NAME (Inibidor 

da enzima NOS que catalisa a síntese da NO) não foi capaz de alterar o efeito edematogênico 

da lectina, apesar do importante efeito vasodilatador do NO. Esses dados contradizem o efeito 

vasodilatador de VGL nos experimentos realizados in vitro, a qual se mostrou dependente de 

NO para seu efeito vasorelaxante (SILVA et al., 2012). No entanto, isso pode ser explicado 
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pelas diferentes isoformas de NOS expressas nos vasos não inflamados (NOS endoteliais) e 

vasos inflamados da pata (NOS induzíveis) (SALVEMINI et al., 1996).  Já a talidomida 

inibiu o edema em 62%, corroborando com os resultados obtidos pela imunocoloração de IL-

1β, revelada às 6 horas nos tecidos epiteliais e conectivos: epitélio [solução salina: 2 (1,2) vs. 

VGL: 3 (2,3) *]; tecido conjuntivo [Solução salina: 0 (0,1) vs. VGL: 3 (2.3) *] (Figura 9).  

Figura 7. Infiltrado de leucócitos polimorfonucleares induzidos por VGL.  (A e C) salina, (B e 

D) VGL. 

 

Fonte: Marques et al., 2017. VGL (1 mg/kg, s.c.) e solução salina injetados intraplantar. Análise histológica 

realizada às 6 horas após inoculação de VGL.  

 

Figura 8. Efeito dos diferentes inibidores/mediadores inflamatórios na atividade inflamatória 

de VGL. 

 

Fonte: Marques et al., 2017. VGL (1 mg/kg; s.c.). Indomethacin (5 mg/kg, s.c.). L-NAME (30 mg/kg; i.v.). 

Talidomida (45 mg/kg; i.p.). *p < 0.05 comparado coma salina.  #p < 0.05 comparado com VGL. 
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Esses dados estão de acordo com a função das prostaglandinas e IL-1β, ambos 

mediadores da inflamação aguda, que induzem a vasodilatação e consequentemente dano 

tecidual (JONES et al., 1997). Foi observado o mesmo efeito com a VML em inflamação 

aguda com a participação de prostaglandinas e interleucinas (ALENCAR et al., 2004). 

Quanto a participação do Domínio de Reconhecimento a Carboidratos (CRD) no 

efeito inflamatório, a literatura mostra que lectinas de leguminosas isoladas das tribos 

Phaseoleae (BROCKHAUSEN, SCHACHTER e STANLEY, 2009; PARKER et al., 2013) e 

Dalbergieae (ALENCAR et al., 1999; PIRES et al., 2016 e ALENCAR et al., 2004), têm 

demonstrado inibição parcial ou total da atividade da lectina quando aplicada juntamente com 

o açúcar após incubação (ASSREUY et al., 1997) como discutido mais adiante.  

 

Figura 9. Teste imunohistoquímico para averiguar a presença de IL-1β induzida por VGL.  

 

Fonte: Marques et al., 2017. VGL (1 mg/kg; s.c.). Solução salina foi injetada intraplantar. Teste 

imunohistoquímico de IL-1β do tecido conjuntivo coletado às 6 horas após a aplicação de VGL.  

 

5.2 Determinação do template e predição da estrutura secundária da VGL 

A comparação da sequência por meio da ferramenta BLAST demonstrou que 

VGL possui 93% de identidade com sequência da VML (4U36), por isso VML foi escolhida 

como modelo para os testes de modelagem por homologia usando o MODELLER 9.16. A 

predição da estrutura secundária resultou em uma prevalência de estruturas de folhas-β e 

loops com ausência de α-hélices. Este resultado está de acordo com dados previamente 

relatados na literatura para outras lectinas (Figura 10).  
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5.3 Homologia, modelagem e validação da VGL 

As análises das ferramentas PROCHECK e Verify3D demonstraram que o 

modelo da VGL estava comparável com uma estrutura cristalográfica e, desse modo, 

adequada para os testes subsequentes. O monômero de VGL consistiu de um motivo β-

sanduíche (jellyroll), possuindo uma folha β (anterior) parcialmente estendida com seis fitas e 

uma folha β (posterior) curvada de sete fitas, antiparalelas e unidas entre si por alças de 

tamanhos variados, característico de uma lectina de leguminosa. O monômero apresenta ainda 

um único CRD estabilizado por dois cátions divalentes, cálcio e manganês, ambos os 

presentes no sítio de ligação a metal (MBS) próximo ao CRD. 

A oligomerização tetramérica de VGL foi experimentalmente determinada por 

Silva et al. (2012). O tetrâmero é composto de dois dímeros dispostos de forma oposta 

formando uma grande cavidade central que é, por sua vez, formado por interações entre os 

loops mais externos das seis folhas-β de cada monômero, gerando uma interface canônica. 

Outras lectinas, como VLLB4, PHA e SBA, também apresentam este tipo de oligomerização 

(BRINDA, SUROLIA e VISHVESHWARA, 2005). 

Semelhantemente a VML, o CRD e o MBS são conservados em VGL. O CRD é 

uma região exposta a superfície proteica formada por quatro loops, enquanto que o MBS tem 

o íon cálcio coordenado por Phe127, Asp125, Asp132, e o íon manganês por Glu123, Asp125, 

Asp132 e His137. 

 

Figura 10. Estrutura geral do monômero de VGL.  

 

Fonte: Marques et al., 2017. As esferas representam íon cálcio (em cinza) e íon manganês (em roxo). 

 

5.4 Docking Molecular da VGL 

Em relação ao docking molecular, verificou-se interações favoráveis de VGL com 

GalNAc (-50.11), Gal (-42.80), α-metil-D-galactosídeo (-43.11) e α-Lactose (-43.45) 
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confirmando os ensaios de inibição por açúcar realizados por Silva et al. (2012). As 

comparações experimentais e as pontuações dos dados são mostrados na Tabela 2. Assim 

como em outras lectinas, a ligação com açúcares é mediada por forças de Van der Waals, 

interações hidrofóbicas e pontes de hidrogênio. 

As interações estabelecidas entre o modelo da VGL e a galactose (Figura 11A) 

mostra que o açúcar foi estabilizado por pontes de hidrogênio entre os resíduos de 

aminoácidos Asn87, Asn129, Leu213 e Ser214 com os átomos de oxigênio O2, O3, O4 e O6 

do carboidrato e por interações hidrofóbicas com os resíduos Gly104, Phe127, Gly212 e 

His217 estabilizando o resíduo de galactose no CRD. Já a N-acetil-D-galactosamina 

complexada no CRD foi estabilizada por uma rede de pontes de hidrogênio entre Asp87, 

Gly105, Asn129, Leu213, Ser214 e His217 com os átomos de oxigênio O3, O4, O5 e O6 

presentes no açúcar. Enquanto os resíduos de aminoácidos Gly104, Phe106, Phe127, Trp131 e 

Gly212 interagiram hidrofobicamente (Figura 11B).  

 

Figura 11. Contribuição do CRD para o efeito edematogênico de VGL. 

 

Fonte: Marques et al., 2017. Representação do CRD de VGL em complexo com (a) D-galactose e (b) N-acetil-

D-galactosamina. Em azul, interações polares. (C) Inibição de VGL em edema de pata (1 mg/Kg; s.c.) por 

galactose (0,1 M). Média ± S.E.M. (N = 5 e 6). * P < 0,05 vs. solução salina #p < 0,05 vs. VGL. 
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Tabela 2. Resultados da pontuação de Docking e concentração inibitória mínima dos 

carboidratos testados na Atividade hemaglutinante de VGL. 

 Pontuaçãoa MICb (mM)e 

Carboidratos   

N-acetil-D-galactosamina -50.11 1.0 

α-metil-D-galactosídeo -43.11 NTc 

α-Lactose -43.45 2.0 

α-D-galactose -42.80 8.2 

α-D-glicose -39.26 NId 

N-acetil-D-glicosamina -39.03 NI 

N-acetil-D-manosamina -39.00 NT 

α-metil-D-glicosídeo -38.68 NT 

Sacarose -38.01 NI 

α-metil-D-manosídeo -36.87 NT 

α-D-manose -35.66 NI 

α-L-fucose -34.03 NI 

N-glicanos   

CMPLX1 -53.65  

CPLX2 -35.03  

HBRD1 9.60  

HBRD2 -52.28  

MAN5 -33.06  

MAN9 -39.03  

O-glicanos   

Antígeno Tn -52.00  

Antígeno T -44.08  

Excore 1 -50.85  

Excore 2 -53.60  

Excore 3 -32.00  

Excore 4 -51.14  

Fonte: Marques et al., 2017. a Pontuação de Moldock (MDS) = Einter + Eintra, onde Einter é a 

energia de interação da proteína com o ligante. b MIC: Mínima Concentração Inibitória. c 

NT: Não Testado. d NI: Não inibiu as concentrações testadas. e Silva et al. (2012). 

 

Um maior número de interações da lectina com GalNAc em relação a Gal foi 

sugerido em estudos anteriores (SILVA et al. 2012). Dados reportados na literatura mostram 

uma forte ligação da lectina extraída de sementes de Vatairea macrocarpa (VML) com 

galactosídeos (SOUSA et al., 2015 e SOUSA et al., 2016). Quanto a sobreposição da 
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estrutura da VGL com a estrutura da VML, ambas, complexadas com GalNAc não se 

verificou diferenças grandes no posicionamento dos ligantes no CRD. 

Estes resultados demonstram a eficiência dos testes de Bioinformática para VGL. 

De fato, as experiências com animais indicaram inibição parcial (40%) da VGL, no efeito 

edematogênico (0,35 ± 0,05 AUC) quando associada com galactose (0,22 ± 0,03 AUC) 

(Figura 11C). Essa inibição parcial pode ser explicada pelo envolvimento de outros sítios da 

lectina, como o sítio de ligação a metal ou a cavidade hidrofóbica (DAM et al., 1998 e LORIS 

et al., 1994). Alternativamente, a lectina pode ter afinidade maior para N- e O-glicanos, 

presentes na membrana celular.  

Também foi realizado docking com 13 glicanos: 6 N- e 7 O-glicanos, escolhidos 

com base em sua relevância e prevalência em glicoproteínas. Entre os N-glicanos complexos 

que apresentam o grupo galactosil na porção terminal, VGL apresentou interações favoráveis 

com o glicanos CPLX1 (Escore: -53.65) (Figura 12A), mas a adição do ácido siálico reduziu 

drasticamente o escore (Escore: -35.03) devido ao capeamento do grupo galactosil. Da mesma 

forma, N-glicanos híbridos que apresentam galactose na região terminal interagiram 

fortemente com VGL (HBRD2: -52.28) diferentemente do que ocorre com a sua contraparte 

sializada (HBRD1: 9,60). Não surpreendentemente, N-glicanos high-mannose não interagiram 

fortemente com VGL. 

As sequências de açúcar encontradas em glicoproteínas geralmente compartilham 

um núcleo comum, no caso de N-glicanos Manα1-6 (Manα1-3) Manβ1-4GlcNAcβ1-

4GlcNAcβ1- Asn-X-Ser/Thr (PINHO e REIS, 2015) classificados em três tipos: high-

mannose que contém apenas resíduos de manose ligados ao núcleo, como os Man5 e Man9 

usados no presente estudo. Man5 é precursor de vários glicanos, enquanto Man9 é encontrado 

em várias glicoproteínas, incluindo receptores de insulina, HIV GP120 (STANLEY, 

SCHACHTER e TANIGUCH, 2009; CORNFIELD, 2005 e MITOMA et al., 2006) e outros 

possíveis alvos terapêuticos.  

Em N-glicanos complexos, os quais começam por N-acetilglicosamina (GlcNAc), 

ligados ao núcleo, é comum a subsequente adição de resíduos de galactose com ligação β1-4 

denominada N-acetillactosamina (LacNAc). As cadeias Poli-LacNAc são encontradas em 

glicanos de vários tipos de células e podem servir de alvo para inserção de porções específicas 

de grupos glicosil (STANLEY, SCHACHTER e TANIGUCH, 2009). Por outro lado, a 

formação de GalNAcβ1-4GlcNAc também é presente em várias estruturas (GUZMAN-

ARANQUEZ, 2010). O Glicano complexo CPLX1 apresenta LacNAc e GalNAcβ1-4GlcNAc 

fucosilados, enquanto CPLX2 possui estrutura semelhante ao CPLX1 com a porção terminal 

galactosil coberto por ácido siálico.  
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N-glicanos híbridos possuem ramificações com resíduos de manose e outros com 

ligação GlcNAc (PINTO-JUNIOR et al., 2017). O glicano HBRD1 apresenta um ramo com 

resíduos de manose e outro ramo com ácido siálico ligado ao LacNAc, enquanto que o 

HBRD2 possui estrutura similar com grupo galactosil não ligado por ácido siálico. 

Entre os O-glicanos, o docking revelou que, semelhante a VML (SOUSA et al., 

2015 e SOUSA et al., 2016), a VGL interage com os antígenos associados a tumor como T e 

Tn (-52,00 e -44,08), como mostrado na figura 12B, indicando uma possível aplicação na 

pesquisa contra o câncer.  

Figura 12. Melhores posições de docking de VGL com os ligantes. 

 

Fonte: Marques et al., 2017. VGL complexada com A) Glicol CPLX1 e B) Antígeno Tn. 

O-glicanos estão presentes em modificações pós-traducionais em de proteínas de 

mamíferos. Normalmente, esses glicanos estão ligados via N-acetilgalactosamina (GalNAc) a 

um resíduo serina ou treonina. Entre os glicanos testados, o antígeno Tn (GalNacαSer/Thr) e 

T (Galβ1-3GalNacαSer/Thr) foram escolhidos com base na sua importância em estudos 

contra o câncer e sua prevalência (BROCKHAUSEN, SCHACHTER e STANLEY, 2009; 

YAO, XIE e LI, 2008; CROCI et al., 2014). Outros glicanos escolhidos como o Excore1 pode 

ser encontrado em muitas glicoproteínas e mucinas, Excore2 é encontrado em glicoproteínas 

de células e tecidos específicos, Excore3 e Excore4 são encontrados em mucinas bem como 

tecidos secretores de mucina (BEZERRA et al., 2014 e SPARROW et al., 2008). 

A maioria das atividades biológicas desencadeadas por lectinas ocorrem devido a 

interação entre proteínas e alvos moleculares glicosilados (SIROIS et al., 2007 e MARIÑO et 

al., 2010). Em conjunto, esses resultados sugerem que a VGL é capaz de se ligar à O-glicanos 

como mostra as simulações de docking. Enquanto para N-glicanos, a lectina liga-se 

preferencialmente aos que possuem galactose como resíduo terminal. É provável que o alvo 

molecular da VGL, a fim de provocar o efeito edematogênico, é uma proteína glicosilada com 

galactosil em suas regiões terminais ou tipos comuns de O-glicanos. 
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6 CONCLUSÃO 

Neste estudo a estrutura tridimensional da lectina extraída de sementes de 

Vatairea guianensis (VGL) foi determinada e apresentou alta similaridade com a lectina de 

Vatairea macrocarpa (VML). Os testes com VGL mostraram sua capacidade de provocar 

efeito edematogênico, com envolvimento de mediadores inflamatórios como prostaglandinas, 

IL-1β e o CRD. Testes in silico demonstraram a capacidade de ligação da VGL com 

galactosídeos e N- e O-glicanos relevantes, corroborando com a hipótese de que a interação da 

VGL com alvos moleculares glicosilados é um dos principais fatores responsáveis por seus 

efeitos in vivo. 
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ANEXO A – ARTIGO SUBMETIDO A REVISTA BIOCHIMIE 
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