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RESUMO 

 

As lectinas são uma classe de proteínas ou glicoproteínas de ligação a carboidratos com diversas 

especificidades e funções. A determinação e caracterização das estruturas tridimensionais 

dessas proteínas são fundamentais para a compreensão de seus efeitos biológicos. Estudos 

recentes exploraram o potencial anticâncer das lectinas de Diocleinae (da família 

Leguminoseae), avaliando seu efeito antiproliferativo e sua capacidade de induzir a morte das 

células de glioma por apoptose e autofagia. Neste trabalho, a estrutura tridimensional da lectina 

de sementes de Dioclea lasiophylla (DlyL) complexada com Xman (5-bromo-6-cloro-3-indolil-

α-D-manopiranósideo) foi determinada por cristalografia de raios-X. Além disso, as interações 

com os N-glicanos relevantes foram avaliadas por docking molecular. DlyL apresentou o 

motivo jellyroll, e o sítio de ligação à metais (MBS) e o domínio de reconhecimento de 

carboidratos (CRD) foram determinados e caracterizados. As simulações de docking molecular 

indicaram que o DlyL interage favoravelmente com os N-glicanos presentes na superfície de 

células, especialmente os do tipo complexo e híbrido, diferentemente das lectinas de Diocleinae 

estudadas anteriormente. DlyL também mostrou potencial antitumoral contra células de glioma 

C6 de rato, prejudicando a migração celular, induzindo autofagia e morte celular via ativação 

da caspase 3. Esses resultados indicam que pequenas diferenças estruturais entre as lectinas de 

Diocleinae podem, por sua vez, resultar em modulação diferencial dos processos de autofagia 

e apoptose celular. 

 

Palavras-chaves: DlyL. Estrutura tridimensional. Docking molecular. N-glicanos. Glioma. 
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ABSTRACT 

 

Lectins are a class of carbohydrate-binding proteins or glycoproteins with diverse specificities 

and functions. The determination and characterization of the three-dimensional structures of 

these proteins are keys to understanding their biological effects. Recent studies have explored 

the anticancer potential of Diocleinae lectins (from Leguminoseae family), evaluating their 

antiproliferative effect and their ability to induce glioma cell death via apoptosis and autophagy. 

In this work, the three-dimensional structure of Dioclea lasiophylla seed lectin (DlyL) 

complexed with Xman (5-bromo-6-chloro-3-indolyl-α-d-mannopyranoside) was determined by 

X-ray crystallography. Moreover, interactions with relevant N-glycans were evaluated by 

molecular docking. DlyL presented the jellyroll motif, and both metal binding site (MBS) and 

carbohydrate-recognition domain (CRD) were determined and characterized. Molecular 

docking simulations indicated that DlyL interacts favorably with N-glycans present in cell 

surfaces, especially those of the complex and hybrid types, unlike previously studied Diocleinae 

lectins. DlyL also showed antitumor potential against rat C6 glioma cells impairing cell 

migration, inducing autophagy and cell death via activation of caspase 3. These results indicate 

that small structural differences among Diocleinae lectins can, in turn, result in differential 

modulation of autophagy and cell apoptosis processes. 

 

Keywords: DlyL. Three-dimensional structure. Molecular docking. N-glycans. Glioma. 
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de quatro experimentos independentes realizados em triplicata. A 

quantificação foi expressa como uma porcentagem da fluorescência 

IP/Hoechst, e os valores são apresentados como média ± EPM de quatro 

experimentos independentes realizados em triplicatas. ** p <0,01 *** p 

<0,001 ou **** p <0,0001, em comparação ao controle........................... 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Considerações iniciais 

 

Os carboidratos são a classe de macromoléculas mais abundantes da natureza e mais 

complexas, com grande variedade estrutural. Essa classe de moléculas pode ser encontrada na 

sua forma mais simples, que são os monossacarídeos (exemplos: glicose e galactose), como 

também em suas formas mais complexas, como oligossacarídeos (exemplo: glicanos) e 

polissacarídeos (exemplos: amido e glicogênio) (MOREMEN; TIEMEYER; NAIRN, 2012). 

As interações especificas que ocorrem nos seres vivos envolvendo proteínas e carboidratos 

mediadas por proteínas que se ligam à glicanos (PLG), tem sido o foco de muitos estudos dentro 

da área da glicobiologia para explicar eventos biológicos, como mecanismos de infecção viral, 

inflamação, imunidade, câncer, além de outros com importância fisiológica (CUMMINGS, 

2019; MÉNDEZ-HUERGO; BLIDNER; RABINOVICH, 2017; THOMPSON; DE VRIES; 

PAULSON, 2019). Em glicoproteínas, os glicanos tem duas funções, sendo uma delas a de 

guardar informação que é codificada por sua estrutura, que eventualmente será lida por PLG’s 

e é importante para mecanismos de sinalização molecular. A outra função é sua influência direta 

na proteína na qual está conjugada, que pode influenciar na conformação de sua estrutura 

tridimensional, estabilidade e localização celular, desse modo, regulando sua atividade 

(CUMMINGS, 2019; CUMMINGS; PIERCE, 2014). Alterações nos padrões de glicosilação, 

ou seja, modificações estruturais aberrantes ou não comuns, em algumas glicoproteínas 

presentes na superfície de células, estão relacionados a muitas doenças como fibrose hepática, 

imunodeficiência, anomalias cardíacas e o câncer (FREIRE-DE-LIMA; PREVIATO; 

MENDONÇA-PREVIATO, 2016; REILY et al., 2019).  

Dentro do grupo das PLG’s estão as lectinas, uma classe de proteínas capazes de se 

ligar a carboidratos específicos e de decifrar o “glicocódigo”, que é a informação contida nas 

estruturas dos glicanos. Portanto, essas proteínas demonstram ser potenciais ferramentas 

moleculares para estudo de eventos biológicos envolvendo processos de sinalização molecular 

mediados por carboidratos complexos. Essa propriedade permite a aplicação de lectinas em 

diversas áreas, como por exemplo, no diagnóstico de doenças via monitoramento das 

modificações na estrutura de glicanos de glicoproteínas celulares (DE OLIVEIRA 

FIGUEIROA et al., 2017; HASHIM; JAYAPALAN; LEE, 2017). Desse modo, essas 

moléculas podem ser empregadas em investigações de composição glicosídica da superfície 
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celular, podendo diferenciar tipos de células, como também atuar em processos de 

diferenciação, crescimento e agregação celular (SHARON; LIS, 2004).  

Muitos estudos também estão relacionados a aplicação envolvendo lectinas em 

ensaios de atividades biológicas, a maioria elicitadas por sua capacidade de interagir com 

carboidratos, tais como: atividade cicatrizante, anti- ou pró-inflamatória vasorelaxante, 

nociceptiva, inseticida, antifúngica e antiviral (CAVADA et al., 2018c; CORIOLANO et al., 

2014; FUJIMOTO; GREEN, 2012; FUQUA et al., 2015; MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 

2015). Devido a capacidade de lectinas de reconhecerem carboidratos específicos, elas têm 

atraído grande interesse em estudos estruturais para compreensão da sua especificidade com 

carboidratos objetivando explorá-las em várias aplicações biológicas e biotecnológicas. Alguns 

produtos farmacológicos a base de lectinas já estão sendo disponibilizados comercialmente, 

como pomada vaginal que previne infecções contra o vírus do HIV (BEAMAN et al., 1996) e 

colunas que reduzem a carga viral de pacientes de Hepatite C (TULLIS et al., 2009). Nos 

últimos anos, muitos trabalhos vêm demonstrando a capacidade dessas moléculas de 

reconhecerem antígenos glicosilados específicos (biomarcadores) de células cancerígenas, 

propriedade esta que as tornaram moléculas promissoras para diagnóstico e terapia na área de 

cancerologia (LUBKOWSKI et al., 2017). 

Na literatura, há trabalhos envolvendo a bioprospecção e caracterização estrutural 

dessas proteínas a partir de várias fontes biológicas, como vírus, bactérias e animais, sendo as 

mais estudadas as provindas de plantas (KUMAR et al., 2012). Dentro do reino vegetal, 

podemos destacar as lectinas isoladas da família das leguminosas, especialmente as da subtribo 

Diocleinae. Já foram relatados dados de procedimentos de purificação, caracterização estrutural 

e as potencialidades de aplicação em atividades biológicas e biotecnológica (CAVADA et al., 

2018c). 

Desse modo, o isolamento e a caracterização biológica e estrutural de novas lectinas 

sempre ganham destaque por possibilitar a descoberta de novas propriedades funcionais. Além 

disso, as bases moleculares de interação entre lectinas e glicoconjugados podem ser estudadas 

mais detalhadamente. Ferramentas de simulações de docking molecular podem enriquecer essas 

análises pois permitem analise de interação com vários ligantes, que provêm mais detalhes das 

interações entre os átomos do receptor e do ligante, conformação, estabilidade de ligação, 

contribuição energética, entre outros (SALMASO; MORO, 2018). 
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1.2 Carboidratos e o glicocódigo 

 

Carboidratos são a classe de macromoléculas mais abundantes da natureza, 

compostas principalmente por carbono, oxigênio e hidrogênio, e uma das mais complexas com 

grande variedade estrutural, devido à inúmeras possibilidades de interligações e alto número de 

conformações que podem adotar (MOREMEN; TIEMEYER; NAIRN, 2012; SHARON; LIS, 

2004). Durante muito tempo essas moléculas foram associadas à duas funções, fonte energética 

para os seres vivos e como componentes estruturais. Em relação a função estrutural, os 

carboidratos são moléculas altamente hidrofílicas e com alta carga eletrostática. Estas 

propriedades as permitem participar na estabilização estrutural, solubilização e na proteção de 

biomoléculas glicosiladas, como proteínas e lipídios, contra hidrolise enzimática (MOREMEN; 

TIEMEYER; NAIRN, 2012; OHTSUBO; MARTH, 2006). Na década de 60, alguns trabalhos 

demonstraram uma terceira função dos carboidratos que é a sinalização molecular. Devido à 

complexidade estrutural, essas moléculas podem ser ricas em informação, até mais que os 

ácidos nucleicos e são de fundamental importância em mecanismos de interação célula-célula 

e sinalização molecular intra e extracelular, sendo elementos determinantes em processos de 

reconhecimento em vários processos biológicos (CUMMINGS, 2019; REILY et al., 2019). 

Os carboidratos são covalentemente ligados a proteínas por um processo chamado 

de glicosilação, que é uma modificação pós-traducional que ocorre comumente em proteínas. 

No processo de N-glicosilação, um resíduo de N-acetilglicosamina (GlcNAc) é covalentemente 

ligado por uma ligação do tipo amida a um resíduo de asparagina em uma região Asn-X-Ser/Thr 

(X: qualquer aminoácido, exceto Prolina). A região é necessária para reconhecimento por 

enzimas, porém uma proteína possuir essa sequência, indica que a mesma possui potencial ou 

potenciais sítios de glicosilação, mas não significa que será obrigatoriamente glicosilada. Para 

glicanos N-ligados, quando a proteína recém-sintetizada entra no retículo endoplasmático (RE), 

o glicano é adicionado e processado, e posteriormente modificado no complexo de Golgi, 

gerando um dos três tipos de N-glicanos encontrados em proteínas maduras: complexo, híbrido 

e ricos em manose. O-glicosilações são modificações pós-traducionais em que os glicanos são 

ligados através de resíduos de N-acetil-D-galactosamina a um resíduo de serina ou treonina. O-

glicanos são muito importantes para processos de sinalização em mamíferos. Padrões incomuns 

de glicosilação estão relacionados à processos inflamatórios, câncer e algumas doenças 

(MOREMEN; TIEMEYER; NAIRN, 2012; REILY et al., 2019).  
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Carboidratos podem estar ligados covalentemente a proteínas, como também em 

lipídios, e estão presentes na superfície de células formando o chamado glicocálice. Essa região 

é muito importante para processos de sinalização celular e reconhecimento por outras células 

(ex: linfócitos), moléculas (ex: anticorpos, hormônios) e microorganismos invasores (ex: vírus 

e bactérias) (OHTSUBO; MARTH, 2006). Dessa forma, os carboidratos atuam como 

mensageiros entre células participando de fenômenos de proliferação, diferenciação e 

interações celulares em diversas condições fisiopatológicas. Alguns estudos já mostraram que 

a identificação de padrões anormais de glicosilação em células podem ser utilizados para 

diagnóstico de células cancerígenas (CUMMINGS, 2019; GABIUS et al., 2015; PINHO; REIS, 

2015).  

A glicobiologia é área que estuda a estrutura e a biossíntese de carboidratos (cadeias 

de açúcar ou glicanos) que são amplamente distribuídos na natureza. A composição, sequência 

e organização estrutural desses glicanos é chamado de “glicocódigo”, no qual estão associados 

a um tipo de biomolécula ou célula (GABIUS et al., 2015; MOREMEN; TIEMEYER; NAIRN, 

2012; VARKI, 2017). As características químicas dos carboidratos são ricas em informação. 

Os monômeros podem ser encontrados em duas formas enantioméricas, D- ou L, também 

podem se apresentar na forma de furanosídeos ou piranosídeos, são capazes de ligarem um ao 

outro por ligações α ou β-glicosídicas com diferentes combinações de átomos, além da sua 

capacidade de incluir pontos de ramificação a partir de monômeros simples. Desse modo, há 

muitas possibilidades de associação desses monossacarídeos quando formam oligossacarídeos 

ou polissacarídeos, o que acarreta em uma grande variabilidade de moléculas 

(WIEDERSCHAIN, 2013). Monitorar a distribuição e composição desses carboidratos em 

células e organismos é uma tarefa difícil e novas estratégias para esse tipo de análise permitirá 

um avanço no estudo da relação entre glicoconjugados e diversos processos biológicos 

complexos como mecanismos de sinalização, efeitos biológicos e até mesmo detectar processos 

patológicos de uma doença, como nível de estadiamento de células tumorais (PINHO; REIS, 

2015; REILY et al., 2019; WU; WONG, 2011). 

 

1.3 Histórico das lectinas 

 

A história das lectinas começou já no século XIX em que houve o primeiro relato 

sobre sua existência. Esse relato foi a tese de doutorado de Peter Hermann Stillmark, 

apresentada em 1888, em que isolou uma proteína, na qual a descreveu como extremamente 
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tóxica, a partir de sementes de mamona (Ricinus communis) e a nomeou de Ricina. Ao testar a 

reatividade de extratos dessa semente em eritrócitos, observou a formação de coágulos (VAN 

DAMME, 2014).  Anteriormente a este trabalho, o mesmo grupo de Stillmark tinha avaliado a 

toxicidade de extratos de sementes de Abrus precatorius, porém somente em 1890, foi relatado 

por Hellin a capacidade desses extratos de aglutinar eritrócitos, determinando que era uma 

proteína e a nomeou de Abrina (SHARON; LIS, 2004). Esse fenômeno foi analisado em mais 

detalhes nos próximos anos. 

O ano de 1891, foi um ano importante para área da imunologia, pois o pesquisador 

Paul Elrlich conseguiu estabelecer princípios fundamentais da imunologia usando as proteínas 

Ricina e Abrina, relatando o princípio da reação antígeno/anticorpo, a transferência de 

imunidade passada de mãe para filho e o fenômeno de memória imunológica (SHARON; LIS, 

2004). Elfstrand em 1898, utilizou pela primeira vez o termo “hemaglutinina”, utilizado para 

classificar todas as proteínas capazes de aglutinar células (VAN DAMME, 2014). Depois da 

descoberta da Ricina e Abrina, outras proteínas tóxicas foram identificadas e com capacidade 

de aglutinar eritrócitos. Porém, em 1907, os pesquisadores Karl Landsteiner e Raubitschek 

reportaram que extratos não tóxicos de sementes de plantas também eram capazes de aglutinar 

eritrócitos e até mesmo tinham especificidades por certos tipos de sangue.  As espécies relatadas 

foram Phaseolus vulgaris (feijão), Pisum sativum (ervilha), Lens culinaris (lentilha) e Vicia 

sativa (ervilhaca) (VAN DAMME, 2014). 

Nesta época, já se sabia da capacidade dessas proteínas de aglutinar eritrócitos, 

porém não se sabia quais propriedades eram responsáveis por essa atividade. Somente em 1950, 

dados referentes do mecanismo molecular responsável pelas atividades dessas proteínas foram 

relatados. Primeiramente, em 1919, James B. Sumner na Universidade Cornell (Ithca, Nova 

York, purificou a primeira lectina vegetal a partir de sementes de Canavalia ensiformis (feijão-

de-porco) e a nomeou de Concanavalina A (ConA). Em 1936, Sumner e Howell relataram a 

primeira inibição de atividade de aglutinação de eritrócitos, de ConA, utilizando o açúcar 

extraído da cana (SUMNER; HOWELL, 1936). Entretanto, somente em 1952, que Watkins e 

Morgan demonstraram pela primeira vez que atividade de aglutinação das lectinas é devido a  

capacidade delas de reconhecerem carboidratos presentes na superfície dos eritrócitos, 

provando assim que as lectinas possuíam atividade de ligação a carboidratos (WATKINS; 

MORGAN, 1952). Desde a descoberta da primeira lectina de plantas há mais de 100 anos, um 

número cada vez maior de lectinas de plantas tem sido relatado na literatura, impulsionado pela 

criação de diversas matrizes cromatográficas com carboidratos imobilizados (BARRE et al., 
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2019; PEUMANS; VAN DAMME, 1995; VAN DAMME et al., 1998). Devido à sua 

abundância em sementes de leguminosas, bem como a maior presença de espécies no dia-dia 

da humanidade, a pesquisa de lectinas se concentraram bastante em lectinas de leguminosas há 

vários anos (SHARON; LIS, 2004). Outro motivo para o aumento do interesse em pesquisa 

com lectinas foi a descoberta da PHA, lectina de sementes de Phaseolus vulgaris, que 

apresentou atividade mitogênica para linfócitos (SHARON; LIS, 2004). Em pouco tempo, 

várias outras lectinas provaram ser mitogênicas, em especial, a descoberta que a Concanavalina 

A era mitogênica, pois sua atividade podia ser inibida por baixas concentrações de 

monossacarídeos como a manose. Esta descoberta forneceu indícios que a atividade mitogênica 

de lectinas era devido a reação entre a proteína e os carboidratos presentes na superfície dos 

linfócitos.  

Para uma melhor compreensão das atividades biológicas das lectinas e seu grande 

potencial, pesquisas visaram analisar estruturalmente essas proteínas, até mesmo a nível 

molecular.  Em 1972, a estrutura tridimensional de ConA foi determinada por cristalografia de 

raios X (BECKER et al., 1975; HARDMAN; AINSWORTH, 1972). Na década de 1980, as 

pesquisas com lectinas vegetais se voltaram para os tecidos de armazenamento (especialmente 

cascas, rizomas, bulbos e cormos) como uma rica fonte de proteínas de ligação a carboidratos 

(VAN DAMME et al., 1998). A extensão das sementes para outros tecidos vegetais permitiu 

que a lectinologia progredisse, uma vez que a purificação dessas lectinas resultou na descoberta 

de mais lectinas com uma grande variedade de estruturas moleculares e propriedades de ligação 

a carboidratos. 

Na década de 1980, o foco da pesquisa em lectinas mudou para uma caracterização 

molecular, incluindo a determinação das sequências de aminoácidos dos polipeptídios da 

lectina e sua estrutura tridimensional (MOREIRA et al., 1991). Em 1983, a primeira lectina foi 

clonada, em particular a lectina de soja (VODKIN; RHODES; GOLDBERG, 1983). A 

disponibilidade de amostras purificadas de lectina permitiu estudar tanto as propriedades físico-

químicas quanto a atividade biológica das proteínas com mais detalhes. Ao longo dos anos, 

houve um progresso substancial na tecnologia disponível para, por exemplo, determinar a 

estrutura molecular da proteína e sua especificidade de ligação a carboidratos. Os avanços na 

bioquímica e na biologia molecular também determinaram o progresso das análises estruturais 

de proteínas, com o sequenciamento de aminoácidos de proteínas ou da clonagem molecular de 

cDNA’s que codificam lectinas, pois são informações necessárias para desvendar a estrutura 
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tridimensional da lectina e seu domínio de reconhecimento à carboidratos (CRD) (BARRE et 

al., 2019). 

Muitas lectinas foram isoladas de diversas fontes biológicas e tiveram suas 

estruturas primárias e terciárias, bem como seus efeitos e aplicações biológicas determinados 

(BARRE et al., 2019; LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 

2017). 

 

1.4 Definição de lectinas 

 

O termo aglutinina foi primeiramente proposto para denominar os extratos que 

possuíam capacidade de aglutinação de eritrócitos, porém não foi bem aceito por pesquisadores 

da área de imunologia, pois eram de origem vegetal. O termo “lectina”, derivado da palavra em 

latim “legere” (que significa escolher ou selecionar) foi sugerido por Boyd e Shapleight e se 

tornou mais apropriado, pois moléculas que aglutinam eritrócitos podem ser encontradas em 

quase todos os tecidos estudados (BOYD; SHAPLEIGH, 1954). Esse termo também foi 

aplicado para se referir ao fato de que as lectinas podem reconhecer e ligar especificamente a 

estruturas de carboidratos, e também a capacidade de distinguirem eritrócitos de diferentes tipos 

de sangue, ou seja, selecionar células. 

Nos primeiros dias após o surgimento da área de estudo das lectinas, a lectinologia, 

a definição concentrava-se na capacidade das lectinas vegetais de aglutinar eritrócitos, desse 

modo, foi feita uma definição que englobava proteínas que continham dois ou mais domínios 

de reconhecimento à carboidratos, um requisito para a aglutinação. Na medida que novas 

lectinas foram sendo purificadas e caracterizadas, novas propriedades e características foram 

sendo observadas, o que levou a adaptações na definição dessa classe de proteínas. A descoberta 

de que existem lectinas com apenas um CRD e lectinas que possuem vários sítios, mas tem 

atividade hemaglutinante fraca, como também proteínas quiméricas que possuem dois domínios 

com atividades diferentes e sendo apenas um deles classificado como CRD, exigiram mudanças 

da definição dessas proteínas. Em 1995, Peumans e Van Damme criaram uma definição que até 

então é a mais utilizada e atende uma ampla gama de lectinas, e descreve as lectinas como “uma 

classe de proteínas que possuem pelo menos um domínio não catalítico, que se liga 

reversivelmente a um mono- ou oligossacarídeo especifico” (PEUMANS; VAN DAMME, 

1995; VAN DAMME, 2014).  
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Porém, resultados mais recentes demonstram que é necessária uma atualização 

dessa definição, pois lectinas demonstraram interação com moléculas não-glicídicas, como por 

exemplo hormônios vegetais (DELATORRE et al., 2007, 2013).  

 

1.5 Classificação de lectinas vegetais 

 

O grupo de Van Damme subdividiu as lectinas vegetais baseados em sua estrutura 

geral, quantidade de domínio e tipos de domínios, e as separou em quatro grupos: as 

merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Figura 1) (VAN DAMME et al., 

1998; MISHRA et al., 2019).  

Lectinas que possuem apenas um CRD e são incapazes de precipitar 

glicoconjugados e aglutinar eritrócitos, foram classificadas como merolectinas. Um exemplo 

de lectina desta  é a Heveína, uma proteína do látex de seringueira (Hevea brasiliensis), que 

possui especificidade à quitina (VAN PARIJS et al., 1991).  

As hololectinas têm pelo menos dois CRD’s idênticos e similares. Como as 

hololectinas são de natureza divalente ou multivalente, aglutinam células e precipitam 

glicoconjugados. Como exemplo podemos citar as lectinas de leguminosas, como ConA e 

ConBr (lectina de Canavalia brasiliensis) (CAVADA et al., 2019b).  

As quimerolectinas que possuem um CRD conjugado com outro domínio com 

atividade enzimática. O domínio enzimático opera independentemente do CRD. Com base no 

número de CRDs presentes, a quimerolectina pode se comportar como merolectina ou 

hololectina. Temos como exemplo, as proteínas inativadoras de ribossomo tipo 2 (RIP), como 

Ricina e Abrina (BOLOGNESI et al., 2016), e PPL-2 (lectina de Parkia platycephala 2) que 

possui domínio quitinásico (CAVADA et al., 2006).  

As superlectinas podem ser consideradas uma classe distinta de hololectinas. Elas 

possuem dois CRD’s que não são idênticos e que reconhecem carboidratos estruturalmente 

diferentes. Por exemplo, lectina de bulbo de tulipa (TxLCI), que contém dois CRD’s, que um 

se liga especificamente à resíduos de manose e o outro à N-acetil-D-galactosamina (VAN 

DAMME et al., 1997). 
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Fonte: PINTO-JUNIOR, 2016. 

 

As lectinas são amplamente distribuídas na natureza e podem ser encontradas desde 

organismos mais simples, como vírus (GLICK et al., 1991) e bactérias (IMBERTY et al., 2004), 

como também em organismos mais complexos, como fungos (KAWAGISHI et al., 2001), 

insetos (TAKASE et al., 2009), animais e plantas (KILPATRICK, 2002).  

Em 1998, na tentativa de organizar as lectinas vegetais em grupos, Van Damme e 

colaboradores criaram uma outra classificação relacionando estruturas primárias e terciárias 

presentes em bancos de dados, com dados evolutivos, formando sete grupos ou famílias (Figura 

2). Podemos destacar:  

 

 

 

Figura 1 - Representação da classificação estrutural dos quatro tipos de lectinas de plantas. 
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Fonte: PINTO-JUNIOR, 2016. (A) Lectina de monocotiledôneas ligantes à manose, aglutinina de Galanthus 

nivalis (GNA) (PDB 1MSA); (B) Lectina ligante à quitina compostas por domínios heveínicos, lectina de Viscum 

album (ML-1) (PDB 1CE7) (C) Lectinas relacionadas às Jacalinas, lectina de Artocarpus integrifolia (Jacalina) 

(PDB 1M26); (D) RIP´s do tipo II, Ricina (PDB 2AAI); (E) Lectina da família da amarantina, Amaranthus 

caudatus (ACA) (PDB 1JLY); (F) Lectinas de leguminosas, Canavaila boliviana (ConBol) (PDB 4K21). 

 

 

Figura 2 -  Classificação das lectinas vegetais. 
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1.5.1 Amarantinas 

 

As lectinas pertencentes a essa família são derivadas de sementes de espécies do 

gênero Amaranthus (KOEPPE; RUPNOW, 1988; ZENTENO; OCHOA, 1988) e o principal 

membro dessa família é a lectina de sementes de Amaranthus caudatus (BIRD, 1954). As 

lectinas desta família são compostas por duas subunidades de cerca de 33 kDa que são 

completamente iguais. O protômero de amarantinas consiste em 300 resíduos de aminoácidos 

e contém dois domínios homólogos (domínio N e C) que estão ligados por uma hélice curta. 

Cada domínio é composto por folha-β de seis filamentos com β-hairpin que forma um conjunto 

de β-barril (TRANSUE et al., 1997). Os dois protômeros interagem entre si por interações não 

covalentes. O CRD é formado na interface entre os domínios N e C dos monômeros virados. A 

ligação entre amaranto e carboidratos depende de um complexo padrão de ligações de 

hidrogênio entre átomos do carboidrato com resíduos de aminoácidos localizados em β-hairpins 

expostos na superfície da molécula. A amaranto é considerada uma lectina específica à GalNAc, 

mostrando maior afinidade pelo dissacarídeo de antígeno T (Galβ(1,3)GalNAc) (RINDERLE 

et al., 1989). 

 

1.5.2 Lectinas com especificidade à quitina 

 

Lectinas que contêm pelo menos um domínio heveínico (semelhante à Heveína) são 

classificadas como lectinas de ligação à quitina. WGA (aglutinina do germe de trigo) foi a 

primeira lectina isolada e caracterizada com ligação à quitina (LEVINE; KAPLAN; 

GREENAWAY, 1972; NAGATA; BURGER, 1972; WRIGHT, 1990). Essa lectina é composta 

de duas subunidades de 18 kDa consistindo de quatro domínios heveínicos estruturalmente 

semelhantes. A família de lectinas de ligação à quitina é um grupo bem heterogêneo, pois esta 

família compreende merolectinas, quimerolectinas e hololectinas. Um domínio heveínico 

completo contém 43 resíduos de aminoácidos com 4 pontes de dissulfeto intracadeias, enquanto 

o domínio heveínico truncado, encontrado em certas lectinas, contém 30 resíduos de 

aminoácidos com 3 pontes dissulfeto intracadeias (MISHRA et al., 2019).  

A família de lectinas de ligação à quitina compreende pelo menos dois tipos 

diferentes de lectinas quiméricas. O primeiro grupo são as lectinas das solanáceas que são 

diméricas, compostas por protômeros que consistem em um domínio de ligação à quitina N-

terminal com três repetições de domínios heveínicos ligados a um domínio rico em serina-
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hidroxi-prolina O-glicosilada (ALLEN et al., 1996; KIELISZEWSKI; SHOWALTER; 

LEYKAM, 1994). O segundo grupo é a quitinase de classe 1 que contém um único domínio 

heveínico N-terminal ligado através de um domínio rico em glicina/prolina a um domínio de 

quimerase cataliticamente ativo (BEINTEMA, 1994). Os sítios de ligação a carboidratos da 

lectina de ligação à quitina são complexos e se ligam preferencialmente a oligossacarídeos com 

repetições de GlcNAc (N-acetil-D-glucosamina). A estrutura 3D dos domínios de ligação aos 

carboidratos dessas lectinas é determinada principalmente pela estrutura das unidades de 

heveína (ANDERSEN et al., 1993). 

 

1.5.3. Lectinas do floema de Cucurbitaceae 

 

São a subfamília das lectinas de ligação à quitina. A primeira lectina dessa família 

foi isolada da abóbora (Cucurbita maxima), denominada lectina de abóbora (HOSSAINI, 1968; 

LIU et al., 1996). Após isto, muitas outras lectinas foram isoladas a partir do floema de 

diferentes gêneros de Cucurbitaceae, como as espécies de Cucurbita, Citrullus, Cucumis, 

Sechium, Luffa e Coccinia, que apresentaram atividade de lectina. Geralmente, as lectinas do 

floema de Cucurbitaceae formam um dímero, onde duas subunidades (25 kDa cada) são ligadas 

covalentemente através de duas ligações dissulfeto inter cadeia (READ; NORTHCOTE, 1983). 

 

1.5.4 Lectinas relacionadas a Jacalina 

 

Jacalina é a lectina das sementes de jaca (Artocarpus integrifolia). Essa é 

classificação é dada às lectinas que estão relacionadas estruturalmente e evolutivamente às 

lectinas da jaca. Essas lectinas possuem especificidade a galactose ou manose. As lectinas com 

especificidade de galactose consistem em quatro protômeros idênticos compostos por grandes 

cadeias-α e cadeias-β pequenas contendo um único CRD. A análise de difração de raios-X 

mostrou que a estrutura tridimensional de jacalina (SANKARANARAYANAN et al., 1996) é 

composta por três β-prismas simétricos. Cada β-prisma contém três folhas-β com quatro 

filamentos cada. Das doze cadeias, onze cadeias são construídas por cadeias-α enquanto a 

cadeia-β forma a décima segunda cadeia. A estrutura tetramérica é formada por quatro 

protômeros interagindo entre si por interações não covalentes. Cada protômero contém um 

CRD, composto por resíduos de glicina, tirosina, triptofano, ácido aspártico das cadeias α, que 

formam uma rede de ligações de hidrogênio com O3, O4, O5 e O6 da metil α-D-galactose. O 
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subgrupo específico de galactose mostra alta afinidade por Galβ(1,3)GalNAc, o antígeno T 

(SARKAR; WU; KABAT, 1981; SASTRY et al., 1986) enquanto as lectinas específicas para 

manose se ligam especificamente a manose e maltose, e mostram alta afinidade por 

oligossacarídeos (PEUMANS et al., 1997; VAN DAMME et al., 1999). 

 

1.5.5 Lectinas de leguminosas 

 

As lectinas de leguminosas são as que apresentam a maior diversidade 

especificidades do que qualquer outro grupo de lectinas. Todas as lectinas de leguminosas são 

constituídas por protômeros de 25-30 kDa, entre 220-250 aminoácidos e formados por uma ou 

duas cadeias polipeptídicas. Além disso, podem ou não ser N-glicosiladas e, nas glicosiladas, a 

proteína contêm uma ou duas cadeias de glicanos. Além disso, a maioria dessas lectinas são 

metaloproteínas, com algumas exceções, entre todas as lectinas de plantas onde os protômeros 

contêm um sítio de ligação à metais contendo os íons Mn2+ e Ca2+ fortemente ligados, 

responsáveis pela manutenção do CRD. As lectinas podem formar dímeros e/ou tetrâmeros, e 

se ligam especificamente aos resíduos de manose, galactose, glicose, fucose e seus derivados 

(LORIS et al., 1998). 

 

1.5.6 Lectinas de ligação à manose monocotiledôneas 

 

É uma superfamília de lectinas específicas a manose. Estes são estruturalmente e 

evolutivamente diferentes das lectinas de leguminosas e lectinas relacionadas a jacalina. A 

primeira lectina foi isolada a partir do bulbo de Galanthus nivalis, denominada GNA (VAN 

DAMME; ALLEN; PEUMANS, 1987). Após o isolamento de outras lectinas semelhantes de 

diferentes famílias de monocotiledôneas, foi criada essa superfamília de lectinas. As 

informações detalhadas sobre a estrutura tridimensional das lectinas dessa família foram obtidas 

através do estudo da estrutura da GNA e de lectinas relacionadas (HESTER et al., 1995; 

WRIGHT, 1990). A GNA é composta por quatro protômeros idênticos, não covalentemente 

ligados e de 109 resíduos (12 kDa) cada. Cada protômero é composto de três subdomínios 

agrupados em conjunto (chamados subdomínio 1, 2 e 3). Além disso, cada subdomínio contém 

quatro folhas-β em sequência e uma folha-β estendida que localizada na extremidade C-

terminal da cadeia polipeptídica. Todos os subdomínios estão ligados entre si por loops e 

formam um CRD especifico à manose com um β-barril de 12 fitas. Uma única ligação dissulfeto 
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está presente entre Cys29 e Cys52 no protômero. Quando quatro protômeros (A, B, C e D) são 

combinados por interações não-covalentes, forma-se o homotetrâmero de GNA que se parece 

com uma coroa achatada com um canal de solvente amplo central de 16 Å. Quatro protômeros, 

associam-se aos pares (isto é, A com D e B com C) pelas ligações de hidrogênio em dímeros 

que são estabilizados pela troca de loops no C-terminal. Além disso, a associação de dímeros 

A-D e B-C em tetrâmeros envolve principalmente interações hidrofóbicas.  São três CRD’s por 

protômero, portanto, no total, 12 CRD’s de ligação à manose são encontrados nos tetrâmeros 

do GNA (HESTER et al., 1995). 

 

1.5.7 Proteínas inativadoras de ribossomos tipo 2 (RIP-2) 

 

As RIP’s são conhecidas como inibidores catalíticos do ribossomo eucariótico 

(BOLOGNESI et al., 2016). As RIP’s são subdivididas em dois grupos diferentes, tipo 1 e tipo 

2. As do tipo 1 são as pequenas proteínas com atividade polinucleotídica: adenosina glicosidase 

e as RIPs do tipo 2 são proteínas quiméricas típicas que contêm duas cadeias, A e B, 

funcionalmente e estruturalmente diferentes, que abrigam uma atividade enzimática e outra de 

ligação à carboidratos. A cadeia A do N-terminal (25 a 30 kDa) possui atividade de N-

glicosidase, enquanto a cadeia B (30 a 35 kDa) na extremidade do C-terminal contém dois 

CRD’s distintos. Além disso, ambas as cadeias permanecem juntas através de uma ligação 

dissulfeto localizada entre o C-terminal da cadeia A e no N-terminal da cadeia B. 

A RIP tipo 2 pode ser monomérica (com um par de protômeros, A-s-s-B), dimérica 

(2A-s-s-B) ou tetramérico (4A-s-s-B). Dados da estrutura tridimensional desta família foram 

obtidas a partir da análise da estrutura cristalográfica da Ricina (RUTENBER; ROBERTUS, 

1991). Uma cadeia presente em cada protômero é composta por oito hélices-α e seis filamentos 

de folha-β. 

A dobragem da cadeia B é ainda estabilizada por quatro pontes de dissulfeto. A 

dobragem geral dos CRD’s é caracterizada por uma estrutura típica de β-trefoil (Murzin et al., 

1992). Verificou-se que muitos das RIP’s tipo 2 mostram especificidade para os resíduos de 

galactose e N-acetil-D-galactosamina (Peumans et al., 2001). 

Apesar do grupo de Van Damme ter definido essas famílias correlacionando 

aspectos evolutivos e estruturais das lectinas, na medida que novas lectinas vão sendo 

descobertas e caracterizadas, propriedades novas ou distintas estão sendo observadas, dessa 

forma, essa classificação deixa de existir um limite taxonômico bem definido e passa a ser 
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considerado somente o aspecto estrutural. Um exemplo claro deste fato são as lectinas 

encontradas nas sementes do gênero Parkia (Parkia platycephala e Parkia biglobosa), que são 

específicas para manose e glicose, cuja estrutura é composta por três domínios repetidos 

relacionados à jacalina, porém, são espécies de leguminosas (BARI et al., 2016). O 

sequenciamento de genomas de soja (Glycine max), arroz (Oryza sativa) e Arabdopsis revelou 

que essas espécies possuem centenas de genes que codificam lectinas pertencentes a todas as 

principais superfamílias de lectinas (JIANG; MA; RAMACHANDRAN, 2010). Essas 

particularidades mostram que há a necessidade de uma atualização dos dados na literatura para 

criação de uma nova classificação de famílias de lectinas. 

 

1.6 Aspectos gerais de lectinas de leguminosas 

 

As lectinas mais estudadas provem do reino vegetal, principalmente a da família 

Leguminosae. Lectinas de leguminosas são a classe mais estudada e que apresenta o maior 

número de lectinas purificadas e caracterizadas (MISHRA et al., 2019; SHARON; LIS, 2004; 

VAN DAMME, 2014). Esta família compreende 727 gêneros e 19.325 espécies, com cerca de 

220 gêneros e 2736 espécies com ocorrência no Brasil. A família Leguminosae é subdividida 

em três subfamílias, Caesalpinoideae, Mimosoideae e Papilionoideae, sendo a última com 

maior número de trabalhos publicados envolvendo lectinas. Muitos dos primeiros trabalhos 

surgiram a partir de espécies que possuem grande importância econômica e são consumidos 

pela população, como: ervilha (Pisum sativum), soja (Glycine max) e feijão (Phaseolus 

vulgaris). Mais de 100 lectinas foram identificadas, purificadas e caracterizadas, a maioria 

isoladas a partir de sementes (LORIS et al., 1998; SHARON; LIS, 2004). Em média, essas 

proteínas podem corresponder a cerca de 5-10% do total das proteínas solúveis a partir de 

extratos de sementes (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). 

Lectinas de leguminosas apresentam alta homologia de estrutura primária e 

terciária, porém apresentam diferentes propriedades biológicas quando aplicadas em ensaios 

experimentais. Deste modo, é necessário que cada lectina seja estudada de forma isolada para 

que o potencial biotecnológico de cada molécula seja determinado. Esse fato estimula diversos 

estudos de identificação, purificação, caracterização físico-química, caracterização estrutural e 

análise de atividade biológica de novas lectinas (COELHO et al., 2017).  

Em relação as características estruturais, os monômeros dessas proteínas possuem 

massa molecular variando entre 25-30 kDa, com um domínio de ligação à metais (MBS, do 
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inglês metal binding site) e um domínio de reconhecimento à carboidrato (CRD, de 

carbohydrate recognition domain). O MBS se liga a cátions bivalentes, um deles sendo o Ca2+ 

e outro geralmente Mn2+, mas pode variar entre Zn2+, Co2+ ou Ni2+, pois esses íons estabelecem 

interações com esse sítio. O sítio de metais é conservado nestas proteínas e é responsável pela 

estabilização de resíduos importantes para formação do CRD (LORIS et al., 1998, 2004). 

Através de uma molécula de água estrutural, o cálcio é capaz de interagir com um resíduo de 

ácido aspártico presente no CRD que mantém uma ligação cis-peptídica estável entre os 

resíduos Ala-Asp. O resíduo de ácido aspártico na posição cis é encontrado na base do sítio de 

ligação a carboidrato e ele é o maior responsável por orientar e estabilizar o ligante dentro do 

sítio. Os aminoácidos presentes no MBS como os dois evolvidos na isomerização do cis são 

altamente conservados nas lectinas de leguminosas, com poucas exceções (LORIS et al., 1998).  

O monômero dessa classe de lectinas é caracterizado pela presença do motivo 

proteico conhecido como jellyroll, ou também chamado β-sanduíche (Figura 3), que também é 

encontrado em proteínas de capas virais (ARGOS; TSUKIHARA; ROSSMANN, 1980; 

CHELVANAYAGAM; HERINGA; ARGOS, 1992). Este motivo é caracterizado por possuir 

uma folha-β traseira parcialmente estendida de 6 fitas e uma folha-β frontal curvada de 7 fitas, 

antiparalelas, unidas entre si por alças (LORIS et al., 1998). Algumas das lectinas que possuem 

esse mesmo arranjo possuem capacidade de sustentar sua atividade mesmo depois de aquecidas 

a 60 °C por mais de 1 hora (LOSSIO et al., 2017; PEREIRA-JUNIOR et al., 2012; SILVA et 

al., 2012). Os monômeros se oligomerizam de sete formas diferentes, que podem ser: de 

interface canônica (ou tipo II), X1, X2, X3, X4, X5, e a chamada interface não usual da PNA 

(lectina de Arachis hypogaea) (Tabela 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Conformação de um monômero de lectina de leguminosa (jellyroll). 
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Fonte: PINTO-JUNIOR, 2016. (A) Diagrama esquemático da estrutura terciária de um monômero típico de 

lectinas de leguminosas (SLM – sitio de ligação a metais, SRC – Sitio de reconhecimento a carboidrato); (B) 

Estrutura terciária do monômero da lectina de Canavalia boliviana (ConBol) complexada com X-Man (em 

amarelo) (PDB: 4K21), em vermelho, são as fitas correspondentes a folha frontal, em verde, são as fitas 

correspondentes a folha traseira. As duas esferas correspondem aos metais, Ca2+ (cinza) e Mn2+ (rosa). 

 

Tabela 1 - Diferentes tipos de interface formados entre monômeros de lectinas de leguminosas. 

 

Fonte: adaptado de (SINHA et al., 2007) 

 

A interface canônica é a mais observada entre as lectinas de leguminosas e consiste 

em uma disposição paralela das folhas-β traseiras de dois monômeros adjacentes, gerando uma 

espécie de folha contínua contendo 12 fitas. Moléculas de água também atuam nessa interação 

Canônica ou Tipo II 
Presente em Lectinas diméricas (PSL) 

ou tetraméricas (ConA). 

 

X1 

Observada no dímero DB58 e nas 

interfaces não-canônicas da PHA e 

SBA. 

 

X2 

Apenas em tetrâmeros, como na 

interface não canônica da ConA e 

DGL. 

 

X3 Dímero tipo EcorL. 

 

X4 Dímeros tipos GS4 e GS1. 

 

X5 

Observada em dímeros do tipo GS1. 

Assemelha-se a interface X4, 

entretanto, com uma orientação 

diferente.  

Interface não-usual da 

PNA 
Lectina de Arachis hypogaea (PNA). 
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e apresentam grande contribuição na formação de ligações cruzadas entre os monômeros. 

Mutações pontuais em aminoácidos da região de interação podem mudar o arranjo das 

moléculas de água entre elas e prejudicar a associação (LORIS et al., 1998). Esse padrão de 

oligomerização pode ser modificado pela presença de aminoácidos carregados na região de 

associação ou de glicosilações. Um exemplo é a lectina de Erythrina corallodendron, que 

supostamente não forma o dímero canônico devido ao impedimento estérico gerado por uma 

glicosilação presente no resíduo Asn17 (SHAANAN; LIS; SHARON, 1991). Outro exemplo é 

a lectina de lectina IV de Griffonia simplicifolia (GS-IV), na qual acredita-se que a presença do 

aminoácido carregado Glu58 causa uma repulsão eletrostática na zona de interação que evita a 

formação do dímero canônico (PILLER; PILLER; CARTRON, 1990). 

Essas lectinas podem se organizar como dímeros ou tetrâmeros em solução, que 

podem ser formados por monômeros iguais ou diferentes. Essa diversidade na oligomerização 

pode influenciar diretamente na interação com carboidratos, tendo em vista que o CRD pode 

adotar uma conformação diferente em cada uma delas (BRINDA et al., 2004; SINHA et al., 

2007). O arranjo tetramérico da lectina de Arachis hypogaea (PNA) é bastante distinto dos 

demais, nele há formação de um dímero canônico que interage com outro dímero não canônico 

formado pela interação dos loops laterais. Estudos anteriores supõem que a formação desse 

tetrâmero se deve somente às propriedades intrínsecas da molécula, uma vez que essa lectina 

não é glicosilada e por isso não há impedimento estérico por parte de carboidratos (BANERJEE 

et al., 1996). A oligomerização tetramérica de algumas lectinas da subtribo Diocleinae 

demonstrou ser dependente do pH do meio (NAGANO et al., 2008; ZAMORA-CABALLERO 

et al., 2015). Outra variedade de arranjo foi observada nas lectinas de soja (SBA, do inglês 

soybean agglutinin) e de Phaseolus vulgaris (PHA-L), as quais formam tetrâmeros constituídos 

por dois dímeros canônicos ((HAMELRYCK et al., 1996) e não dependente de pH. Esse tipo 

foi considerado o arranjo padrão para lectinas de leguminosas por ter sido observado com mais 

frequência em estruturas cristalográficas (LORIS et al., 1998). 

Além da capacidade de se ligar a carboidratos, essas lectinas demonstraram 

capacidade de serem carreadores de moléculas hidrofóbicas na forma dímerica e tetramérica, 

devido a forma de cavidades hidrofóbicas na molécula (ROBERTS; GOLDSTEIN, 1983; 

YANG; GALL; EDELMAN, 1974). Existem poucos trabalhos abordando essas cavidades, mas 

já foi demonstrado que elas são capazes de estabelecer interações estáveis com hormônios 

vegetais derivados de adenina (DELATORRE et al., 2007, 2013). 
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Em relação a especificidade por carboidratos, as lectinas de leguminosas podem ser 

classificadas como: ligantes a fucose, a GlcNAc/GlcNAc (β1-4), a manose/glicose, a galactose 

e/ou N-acetil-galactosamina e aquelas se ligam apenas a açucares complexos (LORIS et al., 

1998).Muitos estudos vêm demonstrando a capacidade dessas proteínas de interagir com 

glicanos de maior complexidade e até mesmo antígenos de natureza glicídica, como antígeno 

Tn. As variações de especificidade dessas lectinas as tornam importantes ferramentas na 

Glicobiologia, para decifrar glicocódigos de células-alvo e entender processos de sinalização, 

como também em várias aplicações biotecnológicas sendo utilizadas como marcadores 

histoquímicos (JU; OTTO; CUMMINGS, 2011; VAN DAMME, 2014). 

 

1.7 Aplicação e atividades biológicas de lectinas 

 

A capacidade das lectinas de interagir com glicanos presentes na superfície de 

células tornaram essas proteínas potenciais ferramentas para estudos nas áreas de agronomia, 

medicina e biotecnologia. As lectinas de plantas agem como um potencial agente inseticida 

contra um amplo espectro de insetos em diferentes ordens, como coleópteros, dípteros, 

lepidópteros, himenópteros, isópteros, neuropteranos e homópteros, etc. Elas foram utilizados 

com sucesso anteriormente como alternativa às medidas convencionais de controle de insetos 

(MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015; MISHRA et al., 2019). Além da propriedade anti-

inseticida, as lectinas também possuem ação antimicrobiana contra várias bactérias (gram-

positivas e gram-negativas), vírus e fungos. A interação das lectinas com os glicoconjugados 

presentes na superfície da membrana celular microbiana leva à inibição do crescimento 

microbiana, sua adesão e migração (BREITENBACH BARROSO COELHO et al., 2018). 

Foram relatados também o efeito antiparasitário de lectinas contra Trypanosoma cruzi, 

Leishmania spp., Tetrahymena pyriformis e Giardia lamblia. A atividade é baseada em sua 

propriedade de se ligar a carboidratos específicos presentes no parasita, causando interferência 

nos processos biológicos importantes para sua sobrevivência no hospedeiro (IORDACHE et 

al., 2015). Além disso, a Jacalina foi capaz de atuar como adjuvante e modular a imunidade 

celular e humoral do hospedeiro, aumentando a produção de anticorpos contra antígenos de 

Trypanosoma cruzi em células infectadas (JANDÚ et al., 2017). 

Lectinas também são bastante aplicadas nas áreas da glicômica e glicoproteômica, 

devido sua capacidade de isolar glicoconjugados e glicoproteínas em solução. Elas podem ser 

imobilizadas em suportes sólidos inertes para criação de matrizes cromatográficas de afinidade 



35 
 

 
 

a moléculas glicosiladas. Um exemplo é uma coluna cromatográfica que possui ConA (lectina 

de Canavalia ensiformes), WGA (lectina de Triticum vulgaris) e Jacalina (lectina de Artocarpus 

integrifolia) imobilizadas covalentemente em uma resina do tipo POROS 20-AL, bastante 

utilizada para enriquecimento de glicoproteínas para estudos de glicoproteômica (ABBOTT; 

PIERCE, 2010; KULLOLLI; HANCOCK; HINCAPIE, 2008). Outros exemplos temos as 

lectinas de Dioclea lasiophylla e Platypodium elegans, que foram eficientemente imobilizadas 

em CNBr-Sepharose 4B (ARARIPE et al., 2017; PINTO-JUNIOR et al., 2013) e a lectina de 

Clathrotropis nitida que foi ligada covalentemente em matriz de quitosana (ALVES et al., 

2015).  

Lectinas podem ser aplicadas em ensaios chamados ELLA (Ensaio de lectina ligada 

a enzima) e usadas para detectar unidades específicas de carboidratos na superfície das células. 

Este ensaio adota o princípio do ensaio ELISA, mas em ELLA, lectinas de leguminosas são 

usadas como um reagente de captura e detecção no lugar de anticorpo. Essa técnica tem sido 

muito utilizada na caracterização e quantificação in situ de exo-polissacarídeos de biofilme, 

pois as lectinas são capazes de reconhecer os carboidratos encontrados em matrizes de biofilmes 

(HASHIM; JAYAPALAN; LEE, 2017). 

Lectinas também são aplicadas em biossensores baseadas na técnica de EIS 

(Espectroscopia de impedância eletroquímica). Esses biossensores são sensíveis, específicos, 

robustos e portáteis, e podem ser usados como ferramentas eficazes para caracterizar e detectar 

o processo de modificação da superfície celular e de bioreconhecimento (GROSSI et al., 2019; 

GROSSI; RICCÒ, 2017). Por exemplo, o EIS tem sido empregado como biossensor para 

detectar bactérias usando ConA (GUO et al., 2012). Essa técnica também é usada para a 

determinação sensível e discriminação da alfa-fetoproteína (AFP) que foi desenvolvida 

empregando a lectina como elemento de reconhecimento molecular (CHEN et al., 2008; 

JOHNSON et al., 1999). 

Lectinas vegetais apresentam diversos efeitos biológicos já relatados na literatura, 

como os efeitos cicatrizante (CORIOLANO et al., 2014), nociceptivo (CAVADA et al., 2018a; 

PINTO et al., 2013), apoptótico (CHOI; LYU; PARK, 2004), antiproliferativo sobre células 

cancerígenas (LIU et al., 2009), anti- (MOTA et al., 2006) ou pró-inflamatório (MARQUES et 

al., 2017; NECO et al., 2018; PINTO-JUNIOR et al., 2016; SANTIAGO et al., 2014), 

antidepressivo (RIEGER et al., 2014), neuroprotetor (JACQUES et al., 2013), antifúngico 

(KLAFKE et al., 2013), antiviral (SWANSON et al., 2010) e antibacteriano (QADIR et al., 

2013). Todos esses efeitos demonstraram participação do CRD. 
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1.8  Efeito de lectinas contra células de câncer 

 

A propriedade intrínseca das lectinas para ligar resíduos específicos de açúcar nas 

glicoproteínas e no complexo glicolipídico as tornaram uma molécula adequada para uso em 

muitos estudos biomédicos, incluindo pesquisa de câncer (BHUTIA et al., 2019; JU et al., 2013; 

LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017). A glicosilação 

diferenciada de glicoproteínas e de glicolipídios é uma das muitas mudanças moleculares que 

acompanham o surgimento de tumores malignos. Já é bem estabelecido que glicanos regulam 

a proliferação, invasão, metástase e angiogênese dos tumores (MUNKLEY; ELLIOTT, 2016; 

VEILLON et al., 2018). Alguns desses carboidratos associados a tumores já são caracterizados 

e descritos na literatura (PEARCE, 2018). A identificação, portanto, de uma população de 

glicoformas modificadas de uma glicoproteína pode ser usada como diagnóstico para alguns 

tipos de câncer.  

Como exemplo, a PHA (lectina de Phaseolus vulgaris) e outras lectinas não 

leguminosas como o GNA (aglutinina de Galanthus nivalis), MAL (lectina de Maccakia 

amurensis), DSA (lectina de Datura stramonium) e WGA (aglutinina do germe de trigo) em 

contato com diferentes linhas celulares de melanoma humano, foram capazes de se ligar aos 

oligossacarídeos expostos à superfície de células de melanoma, que estavam associados à 

capacidade das células tumorais de induzirem metástases (LITYNSKA et al., 2001). Além 

disso, a análise de expressão de antígenos de carboidratos no carcinoma ductal de mama 

humano (CDMH), usando as lectinas de Griffonia simplicifolia (GSL-1) e Vicia villosa (VVA), 

revelou uma correlação positiva entre o aumento da interação de VVA e GSL-1, e o grau do 

tumor em pacientes com (CDMH), indicando o papel dos determinantes antigênicos na invasão 

do câncer (KOROURIAN et al., 2008). ConA e UEA (aglutinina de Ulex eueropaeus) também 

foram utilizadas como marcadores de glândula parótida e carcinoma mucoepidermóide com 

displasia alta ou baixa/intermediária, respectivamente (SOBRAL et al., 2010). 

A interação de lectinas com diversos tipos de câncer já é estudada desde 1983, com 

o relato da ligação da lectina de Helix pomatia (HPA) a células em metástase de câncer de 

mama via antígeno Tn (LEATHEM; DOKAL; ATKINS, 1983). Além da HPA, também já foi 

demonstrado que muitas outras lectinas conseguem diferenciar células normais de células 

cancerígenas, como a lectina VCA de Viscum album (LYU; PARK, 2007), e ConBr de 

Canavalia brasiliensis (SILVA et al., 2014) dentre outras. Dessa forma, o uso dessas lectinas 

pode facilitar, portanto a descoberta de novos biomarcadores. Uma variedade de lectinas 
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vegetais já foram usadas com sucesso como agente antitumoral/antineoplásico contra vários 

tipos de câncer, incluindo leucemia, sarcoma, hepatoma e câncer de mama (BHUTIA et al., 

2019). Elas são aplicadas como marcadores histoquímicos de células específicas, sendo muito 

utilizadas para detecção de células tumorais (JU; OTTO; CUMMINGS, 2011). Algumas 

lectinas possuem potencial anticâncer, como a de sementes de Pisum sativum, que foi 

microencapsulada com esferas de alginato de cálcio para liberação controlada na corrente 

sanguínea e para evitar que a proteína seja degradada quando ingerida por via oral, sendo um 

agente promissor contra carcinoma hepatocelular (HCC) (EL-AASSAR et al., 2014). A 

microesfera associada à ConA também exibiu aumento da fixação e liberação do fármaco 

trihidratado da amoxicilina em fluidos gastrointestinais estimulados (BAKOWSKY et al., 

2008; JAIN et al., 2014). Os lipossomas ligados à aglutinina de Bauhinia purpurea foram 

utilizados para direcionar o conjugado ao câncer de próstata humano, e esta formulação 

lipossômica reprimiu a proliferação celular após a ligação específica às células DU145 em 

camundongos (IKEMOTO et al., 2016). 

Em 2009, Liu e colaboradores testaram o efeito antiproliferativo de ConA contra 

células A375 de melanoma humano. Os resultados mostram que ConA apresentou efeito 

citotóxico dependente de CRD contra as células testadas de maneira dependente da dose e do 

tempo com IC50 de 25 μg/mL, em 24 h. Foram observadas alterações morfológicas, incluindo 

protusão da membrana (processo que faz um desarranjo da membrana e é comum em processo 

de apoptose) e condensação nuclear. O número de células apoptóticas também foi aumentado 

com uma contagem mais baixa de células necróticas, sugerindo que a morte celular foi causada 

por apoptose. Os autores verificaram que o tratamento com lectina induziu o colapso do 

potencial da membrana mitocondrial e a liberação do citocromo c que causou a ativação da 

caspase, levando à conclusão de que a morte celular induzida por ConA ocorreu por uma via 

apoptótica mitocondrial (LIU et al., 2009). 

Em 2017, Gondim e colaboradores também investigaram o potencial 

antiproliferativo de outras lectinas ConA-like, que foram DLL (lectina de Dioclea lasiocarpa), 

ConM (lectina de Canavalia marítima), DSL (lectina de Dioclea sclerocarpa) e ConBr (lectina 

de Canavalia brasiliensis), avaliando os efeitos de apoptose e do ciclo celular nas linhas 

celulares de câncer de ovário, pulmão, próstata e mama. Em geral, todas as lectinas testadas 

apresentaram efeitos significativos contra as linhas celulares de câncer de ovário, pulmão e 

próstata, com DLL exibindo o IC50 mais baixo de 52 ± 2 nM contra células de câncer de ovário 

A2780. A lectina parecia causar alterações morfológicas nas células cancerígenas com aumento 
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do núcleo e disseminação celular. Um exame mais detalhado dos mecanismos desencadeantes 

mostrou que a DLL induziu a parada do ciclo celular G2/M com um grande aumento na ativação 

da Caspase-9, indicando morte celular programada por apoptose (GONDIM et al., 2017). 

 

1.9  Lectinas de Diocleinae 

 

Entre as lectinas de leguminosas mais estudadas estão as da subfamília 

Papilionoideae, em especial as da tribo Phaseoleae (SHARON; LIS, 2004). Na tribo 

Phaseoleae podemos destacar a subtribo de Diocleinae, que apresenta 13 táxons ao nível de 

gênero: Camptosema, Canavalia, Cleobulia, Collaea, Cratylia, Dioclea, Galactia, Luzonia e 

Macropsychanthus (LACKEY, 1981; VARELA et al., 2004).  

Lectinas dessa subtribo apresentam alta similaridade de estrutura primária, com 

todos os resíduos de aminoácidos do MBS e CRD são conservados. Apesar disso, essas lectinas 

apresentam diferentes tipos ou intensidades de efeitos em ensaios de atividade biológica, 

sugerindo que essas pequenas diferenças podem influenciar na forma com que a lectina interage 

com receptores glicosilados (CAVADA et al., 2001, 2018c). Outro fator que pode influenciar 

nessa interação é a oligomerização dessas proteínas em solução que pode ou não ser 

influenciada pelo ambiente em que se encontram. Muitas lectinas dessa subtribo estão presentes 

na forma dimérica ou tetramérica dependendo do pH do meio (NAGANO et al., 2008; 

ZAMORA-CABALLERO et al., 2015). As diferentes formas do estado oligomérico  podem 

ser importantes para estabelecer interações biológicas multivalentes, proporcionando maior 

resistência ao estresse de cisalhamento que está presente em sistemas biológicos de 

reconhecimento, estabelecendo interações com cinética maior do que sistemas de interação 

monovalentes e disponibilizando arranjos espaciais diferentes do mesmo sítio de 

reconhecimento, favorecendo a estabilização de ligações (CAVADA et al., 2018c). 

Lectinas dessa subtribo sofrem um tipo de modificação pós-traducional, 

chamado de permutação circular (Figura 4). A proteína traduzida, pré-pró-lectina, corresponde 

a uma cadeia proteica com um peptídeo sinal. Depois da remoção co-translacional do peptídeo 

sinal, a cadeia proteica é endereçada para o retículo endoplasmático rugoso (RER) onde é N-

glicosilado em um resíduo de asparagina localizado na parte central da cadeia, formando o 

precursor da lectina madura, chamado de pró-lectina. Esta pró-lectina segue sua via pelo 

complexo de Golgi onde é removido um segmento glicosilado de quinze aminoácidos 

localizado no centro da cadeia. A porção C-terminal também é processada nesta etapa, perdendo 
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um segmento de 9 aminoácidos. Devido à remoção do peptídeo glicosilado, a cadeia inicial é 

dividida em dois fragmentos contendo o N-terminal chamado de γ e o C-terminal chamado de 

β. Após essa divisão, as porções N- e C- terminal são religadas de maneira inversa, onde o 

fragmento γ passa a ser o C-terminal e o fragmento β passa a ser o N-terminal. Uma clivagem 

subsequente libera 4 resíduos de aminoácidos originando a lectina madura com 237 resíduos.  

A nova ligação peptídica que liga os fragmentos se localiza entre os fragmentos 118 e 119 da 

lectina madura. Após a junção dos dois fragmentos é formada a cadeia α. Todo esse processo é 

catalisado por uma enzima asparaginil endopeptidase (BOWLES et al., 1986; BOWLES; 

PAPPIN, 1988; CHRISPEELS et al., 1986; FAYE; CHRISPEELS, 1987; VAN HALBEEK et 

al., 1982). 

 

Fonte: SANTIAGO, 2014. 

 

Em relação às atividades biológicas, muitos trabalhos reportam vários efeitos 

relacionadas as lectinas de Diocleinae, como: atividade antifúngica (ARAUJO-FILHO et al., 

2010), anti-inflamatória e analgésica (BEZERRA et al., 2014), pro-inflamatória (LOSSIO et 

al., 2017; PINTO-JUNIOR et al., 2016; SANTIAGO et al., 2014), antinociceptiva 

(FIGUEIREDO et al., 2009), vasorelaxante (ASSREUY et al., 2009; PINTO-JUNIOR et al., 

2017a) e citotóxica para células de glioma (CAVADA et al., 2018b; NASCIMENTO et al., 

Figura 4. Representação esquemática do processo de permutação circular de lectinas do tipo 

ConA. 
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2018, 2019, 2017; OSTERNE et al., 2017). Esses resultados demonstram o elevado potencial 

dessas proteínas e o quão é importante caracteriza-las detalhadamente para obtenção de dados 

que possam explicar como essas proteínas provocam estes efeitos. 

No Protein Data Bank (PDB) consta estruturas de lectinas de 10 espécies do gênero 

Dioclea, 26 do gênero Canavalia, 2 do gênero Cratylia, 1 do gênero Camptosema e 1 do gênero 

Cymbosema, totalizando 38 lectinas da subtribo Diocleinae determinados por cristalografia de 

raios-X. Apesar da alta similaridade de estrutura terciária, estudos de caracterização através de 

acoplamento e dinâmica molecular vem demonstrando que as pequenas diferenças entre essas 

lectinas, fazem com que elas tenham diferentes interações favoráveis com ligantes e 

comportamentos em simulação de dinâmica (CAVADA et al., 2018c; PINTO-JUNIOR et al., 

2017b, 2017a). 

 

1.10 Lectina de Dioclea lasiophylla Mart. ex Benth 

 

Dioclea lasiophylla Mart. ex Benth (Figura 5) é uma espécie trepadeira da família 

Leguminosae, subfamília Papilionoideae, tribo Phaseoleae e subtribo Diocleinae. De maior 

ocorrência na costa do Nordeste do Brasil, D. lasiophylla e outras onze espécies pertencentes a 

esse gênero formam um grupo de plantas conhecidas popularmente como “olho-de-boi” ou 

“mucunã”. Essas plantas são utilizadas pela população local como analgésicos, para o 

tratamento de cálculo renal, reumatismo e suas sementes como calmante, tônico, parasiticida e 

formicida. 

 

Fonte: PINTO-JUNIOR, 2016. 

Figura 5. Fotos da inflorescência e de sementes de Dioclea lasiophylla. 
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A lectina de sementes de Dioclea lasiophylla, nomeada de DlyL, foi purificada em 

uma única etapa através de cromatografia de afinidade em matriz Sephadex® G-50 e 

demonstrou especificidade por α-metil-D-manosídeo e D-manose, como também foi capaz de 

interagir com as glicoproteínas, ovalbumina e fetuína. Semelhante a outras lectinas da subtribo 

Diocleinae, DlyL possui três cadeias (α, β e γ) com massas de 25.417, 12.585 e 12.848 Da, 

respectivamente, e não possui ligações dissulfeto. DlyL foi caracterizada físico quimicamente, 

apresentando atividade ótima em pH 8.0, estável a uma temperatura de 70 °C e mostrou-se ser 

dependente de metais bivalentes, como Ca2+ e Mn2+. A lectina exibiu baixa toxicidade contra 

náuplios de Artemia sp., sendo este efeito dependente da concentração da lectina em solução, e 

foi imobilizada em Sepharose® 4B ativada com brometo de cianogênio sendo capaz de capturar 

glicoproteínas em solução (PINTO-JUNIOR et al., 2013). 

A sequência de aminoácidos de DlyL foi determinada por espectrometria de massas 

em tandem (MS/MS) em conjunto com o sequenciamento do gene que codifica para a lectina, 

que apresentou alta similaridade com outras lectinas de espécies da mesma subtribo. A estrutura 

tridimensional de DlyL foi predita in silico através de modelagem por homologia. Em relação 

a atividades biológicas, DlyL apresentou efeito vasorelaxante em músculo liso de aortas 

endotelizadas de rato e atividade inflamatória no modelo de edema de pata em ratos, bem como 

efeito hipernociceptivo, determinado pelo método Von Frey (PINTO-JUNIOR et al., 2017b). 

 

1.11 Glioma 

 

De acordo com o INCA (Instituto Nacional de Câncer), câncer é o nome dado a um 

conjunto de mais de 100 doenças que têm em comum o crescimento desordenado de células, 

que invadem tecidos e órgãos. Células cancerígenas se dividem rapidamente tendem a ter alta 

atividade metabólica, determinando a formação de tumores, que podem espalhar-se para outras 

regiões do corpo. Glioma é o nome dado ao tumor de células gliais e engloba astrocitomas, 

oligodendrogliomas e ependimonas. Essa classificação depende do tipo de célula glial que 

originou o glioma (RUBIN, 2010). 

Os astrocitomas correspondem ao subconjunto de glioma que se originou a partir 

de astrócitos, e compreende mais de 50% dos gliomas observados, devido aos astrócitos serem 

as células gliais de maior abundância no sistema nervoso central (SNC) de mamíferos. Essas 

células atuam ativamente no desenvolvimento do cérebro, na regulação do SNC maduro e da 

neuroplasticidade, como também na manutenção do ambiente fisiológico para correta atividade 
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dos neurônios (CHERRY; STELLA, 2014; VANDEMARK et al., 2009; WILHELMSSON et 

al., 2012). 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), os astrocitomas podem 

ser classificados em quatro graus (I-IV) de severidade histológica baseado nos seguintes 

critérios de avaliação: celularidade, pleomorfismo nuclear, atividade mitótica do tumor e 

presença de necrose e neovascularização. Caso seja identificado angiogênese e proliferação 

vascular acompanhada da formação dos gliomas, o glioma é classificado em um dos graus de 

malignidade, sendo o glioblastoma multiforme (GBM), também classificado como astrocitomas 

de grau IV, o tipo com maior ocorrência em exames de diagnostico em adultos (CHENG et al., 

2013).  

Para uma melhor avaliação do grau de severidade de um glioma, pesquisador 

buscam observar características moleculares característicos de cada estágio do tumor. Por 

exemplo, o nível de expressão de certas proteínas da família de metaloproteinases de matriz 

(MMP está relacionado com malignidade do tumor (PAGENSTECHER et al., 2001). Mais 

atualmente, grupos de pesquisa avaliam o estadiamento de neoplasias e a presença de células 

que sofrem apoptose, necrose e autofagia (DEMARIA et al., 2010). Os GBM’s são também 

caracterizados por regiões de hipóxia e muitas vezes por grandes áreas de necrose, e tal estresse 

contínuo ou excessivo em última instância, resulta em morte celular induzida por autofagia 

(PRATT; ANNABI, 2014). Os fatores de risco relacionados ao aparecimento do câncer podem 

ser hereditários ou encontrados no meio ambiente, sendo que a esse último, é atribuída a maioria 

dos casos (TAYLOR; LADANYI, 2011).  

Lectinas têm importante papel na adesão entre células, atuando ligadas a membrana 

plasmática ou não e reconhecendo glicanos em células vizinhas, elas estão presentes fazendo 

esse papel nos mais diferentes tecidos do corpo humano. Mudanças no nível de expressão dos 

ligantes dessas lectinas podem ser indicação de neoplasias nessas células. Células de glioma C6 

de rato são um modelo experimental já bem utilizado para o estudo da angiogênese, crescimento 

tumoral e invasão de células malignas de glioblastoma, além de ser também utilizado para o 

design e avaliação de terapias de câncer. Essas lectinas podem inibir a tumorigênese ligando-

se a proteínas glicosiladas na membrana das células cancerígenas. É sabido que os 

glicoconjugados desempenham papéis importantes em muitos processos biológicos, incluindo 

o câncer, com células malignas geralmente apresentando padrões de glicosilação alterados 

(MARQUES et al., 2017). Essas alterações nos glicanos permitem a ligação preferencial da 

lectina nas células cancerígenas para induzir os efeitos acima. 
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Estudos recentes demonstraram que as lectinas de Diocleinae, como ConV (lectina 

de Canavalia virosa), CaBo (lectina de C. bonariensis), DVL (lectina de Dioclea violacea) e 

DLL (lectina de Dioclea lasiocarpa), poderiam induzir a morte celular em células de glioma, 

especialmente a cepa de glioma C6 de ratos. Todas essas lectinas induziram uma redução 

significativa na viabilidade celular, variando de 30% a 60% com concentração de 100 μg/mL e 

exposição de 48 h. Algumas dessas lectinas afetaram o potencial da membrana mitocondrial ou 

a migração celular, e todas induziram alterações morfológicas nas células de uma forma 

poligonal para uma forma esférica, seguidas pela redução da adesão celular. Os métodos de 

coloração indicaram morte celular por processos autofágicos, necróticos e apoptóticos 

induzidos por vias mitocondriais e modulação de metaloproteinases (CAVADA et al., 2018b; 

NASCIMENTO et al., 2018, 2019, 2017; OSTERNE et al., 2017). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Cristalizar e determinar a estrutura cristalográfica da lectina de Dioclea lasiophylla 

(DlyL), bem como analisar a sua interação com N-glicanos e investigar o efeito da lectina em 

modelos de citotoxicidade para células de glioma da linhagem C6. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

· Purificar a lectina a partir de sementes de Dioclea lasiophylla; 

· Analisar a homogeneidade da amostra por SDS-PAGE; 

· Cristalizar a lectina utilizando a técnica de difusão de vapor; 

· Obter dados de difração de raios X; 

· Determinar a estrutura tridimensional da lectina por cristalografia de raios X; 

· Analisar a interação de DlyL com N-glicanos utilizando docking molecular; 

· Avaliar a citotoxidade de DlyL para células de glioma da linhagem C6. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1 Coleta de sementes de Dioclea lasiophylla 

 

As sementes de Dioclea lasiophylla foram coletadas em Iguape, Ceará (Brasil) e 

identificadas pelo Herbário Prisco Bezerra EAC no Departamento de Biologia da Universidade 

Federal do Ceará (UFC). 

 

3.2 Purificação da lectina de sementes de Dioclea lasiophylla 

 

A lectina de sementes de Dioclea lasiophylla foi purificada de acordo com o 

protocolo estabelecido por Pinto-Junior e colaboradores (2013) (PINTO-JUNIOR et al., 2013). 

As sementes foram moídas até um pó fino em um moinho de café. As proteínas solúveis foram 

extraídas em NaCl 0,15 M [1:10 (p/v) ] sob agitação constante durante 4 h à temperatura 

ambiente. Posteriormente, o extrato foi centrifugado a 9.000 rpm à 4 °C por 20 min e o 

sobrenadante foi filtrado em papel de filtro (WhatmanTM). O sobrenadante resultante foi 

aplicado à uma coluna cromatográfica de afinidade Sephadex® G-50 (6,5 × 1,8 cm) previamente 

equilibrada com NaCl 0,15 M contendo CaCl2 e MnCl2, ambos em uma concentração de 5 mM. 

O material que não se ligou com a matriz (P1) foi eluído com a mesma solução e a lectina foi 

eluída com adição de D-glicose 0,1 M na solução de equilíbrio. Todas frações eluídas foram 

monitoradas por absorbância à 280 nm.  

 

3.3 Cristalização de DlyL 

 

Amostra de DlyL pura foi dissolvida em Tris-HCl 25 mM, pH 7,6, em uma 

concentração de 12,5 mg/mL e incubado com Xman 5 mM (5 bromo-6-cloro-3-indolil-α-D-

manopiranósideo) por 1 h, a 37 °C. A solução foi subsequentemente centrifugada a 10,000 rpm 

por 10 min para remover qualquer material insolúvel e o sobrenadante foi usado em ensaios de 

cristalização. Os ensaios de cristalização foram realizados a 25 °C usando método de difusão 

de vapor em gota suspensa. Estratégia de matriz esparsa foi utilizada com os kits de cristalização 

JBScreen JCSG++ (Jena Bioscience), Crystal Screen I, II e Index (Hampton Research), e as 

placas foram montadas no robô Mosquito Crystal (TPP Labtech, Hertfordshire, Reino Unido). 

Os cristais cresceram em HEPES 100 mM, pH 7,0 e PEG 6000 a 10%, e essa condição foi 
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otimizada em uma placa de cristalização MRC Maxi de 48 poços (SWISSCI AG) a 298 K. As 

gotículas de 4 μL foram preparadas misturando soluções proteicas tamponadas com as soluções 

de condição em uma proporção de volume de 1:1 (JANCARIK; KIM, 1991). Cristais adequados 

para difração de raios-X cresceram em 2 meses para dimensões de aproximadamente 0,1 mm × 

0,3 mm × 0,1 mm. Cristais com alta qualidade de difração foram obtidos na condição contendo 

HEPES 0,1 M, pH 6,8 e PEG 6000 8%. 

 

3.4 Coleta e processamento de dados de raios-X 

 

Os cristais adequados para difração por raios-X foram lavados brevemente na 

solução mãe (HEPES 0,1 M, pH 6,8 e PEG 6000 8%) contendo glicerol como crioprotetor, que 

foi adicionado para uma concentração final de 20%, e os dados de difração de raios X foram 

coletados de um único cristal resfriado a -173,15 °C. Os dados foram coletados na linha de feixe 

1,47 Å, usando uma fonte de radiação sincrotron em uma estação MX2 no Laboratório Nacional 

de Luz Síncrotron (LNLS-Campinas, Brasil) com um detector PILATUS 2M™ (Dectris, Suíça). 

Foram coletadas 180 imagens com um ângulo de oscilação de 0,5°. Os dados foram processados 

usando o iMosflm (WINN et al., 2011), o conteúdo de solvente e o número de moléculas por 

unidade assimétrica foram estimados com o programa Mattthews_Coef (MATTHEWS, 1968). 

A redução dos dados foi realizada usando o programa Scala (EVANS, 2011). Esses programas 

estão contidos no pacote de programas do CCP4 (Collaborative Computational Project No. 4). 

 

3.5 Determinação e análise da estrutura de DlyL 

 

A estrutura cristalina de DlyL foi determinada por substituição molecular com o 

programa Molrep (VAGIN; TEPLYAKOV, 1997) no pacote CCP4, usando o monômero da 

estrutura de lectina de Dioclea guianensis (DguiL, PDB id: 2JE7) como modelo de pesquisa 

(NAGANO et al., 2008) com a sequência de aminoácidos deduzida a partir da proteína 

precursora de DlyL (Uniprot ID: C0HK27) após o processamento manual. O refinamento, a 

adição de moléculas de água e ligantes e a geração de mapas de omissões foram realizados com 

o programa PHENIX (ADAMS et al., 2010). Os procedimentos automáticos foram auxiliados 

por modificações manuais auxiliados pelo WinCoot (EMSLEY et al., 2010). A qualidade do 

modelo foi avaliada pela ferramenta de validação do PDB (READ et al., 2011). As interações 

de van der Waals e polares foram analisadas usando o programa CONTACT do CCP4 com uma 
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distância de corte de 3,5 Å. O programa UCSF Chimera, v. 1.12 (PETTERSEN et al., 2004), 

foi usado para gerar as figuras em 3D e LigPlot, v. 1.4.5 (WALLACE; LASKOWSKI; 

THORNTON, 1995) foi usado para gerar representações das interações em 2D. Servidor de 

validação de site de ligação de metal CheckMyMetal (CMM) 

(https://csgid.org/csgid/metal_sites/) foi usado para validação e análise da geometria da 

coordenação dos metais (ZHENG et al., 2014, 2017). As coordenadas e os fatores de estrutura 

foram depositados no Protein Data Bank (PDB) com o código de acesso 6CJ9. A sobreposição 

da estrutura DlyL com as estruturas das lectinas de Dioclea virgata (DvirL) (PDB id: 3RS6) e 

Dioclea guianensis (DguiL) (PDB id: 1H9P) foi realizada usando USCF Chimera, v. 1.12. 

Além disso, alinhamento múltiplo da sequência de aminoácidos de DlyL e outras lectinas de 

sementes de Diocleinae foi feito através do servidor o ESPript 3.0. As sequências usadas foram 

das lectinas de Dioclea lasiocarpa (DLL, PDB: 5UUY), DvirL (Uniprot id: P58907), DguiL 

(Uniprot id: P81637), Dioclea reflexa (DrfL, Uniprot id: C0HK81), Canavalia bonariensis 

(CaBo, Uniprot id: P58906; PDB id: 5U3E), Canavalia virosa (ConV, Uniprot id: C0HJY) e 

Canavalia ensiformes (ConA, Uniprot id: P81461). 

 

3.6 Docking molecular 

 

Para analisar a capacidade do DlyL de interagir com os N-glicanos, foram realizadas 

simulações de docking molecular utilizando o programa GOLD, v. 5.5 (CDCC, Cambridge, 

Inglaterra). Este programa testa várias conformações de ligantes, permitindo uma flexibilização 

parcial dos resíduos da proteínas (JONES et al., 1997). Os parâmetros utilizados foram: 

tamanho da população de 100, pressão de seleção de 1,1, número de operações de 10.000, 

número de ilhas de 5, tamanho de nicho de 2, frequência de cruzamento de 95, número de poses 

de 20 e função de pontuação PLANTSPLP (KORB; STUTZLE; EXNER, 2009). As poses de 

menor energia foram escolhidas combinando a pontuação de encaixe, penalidades na geometria 

do ligante, ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas (DE AVILA et al., 2017; 

HEBERLE; DE AZEVEDO, 2011; HECK et al., 2017; XAVIER et al., 2016). O domínio de 

reconhecimento à carboidrato de DlyL foi escolhido como o centro de aplicação do algoritmo, 

com todos os átomos de aminoácidos e 3 moléculas estruturais de água em um raio de 10 Å. Os 

N-glicanos testados são esquematicamente ilustrados na Figura 6 e foram selecionados com 

base em sua presença na superfície celular, ancorada em glicoproteínas da matriz extracelular 

(PARKER et al., 2013). As estruturas dos glicanos foram geradas e minimizadas 
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energeticamente com o servidor Carbohydrate Builder (Woods Group, Glycan Web, 

Universidade da Geórgia em Atenas, GA, http://glycam.org) e o campo de força GLYCAM_06 

(KIRSCHNER et al., 2008), respectivamente. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

3.7 Atividade citotóxica de DlyL em células de glioma da linhagem C6 

 

3.7.1 Cultura de linha celular e tratamento com DlyL 

 

Para todos os ensaios, DlyL foi diluída com tampão salino HEPES sem glicose, 

composto por NaCl 124 mM, KCl 4 mM, MgSO4 1,2 mM, HEPES 25 mM e CaCl2 1 mM, pH 

7,4. A linha celular C6 de glioma de rato (BENDA et al., 1968) foi mantida em meio Eagle’s 

modificado por Dulbecco (DMEM) contendo 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®) 

Figura 6 - Representação da estrutura dos glicanos que foram utilizados no docking molecular. 
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(Gibco®), 100 unidades/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina ( Gibco®). As células 

foram incubadas a 37 °C em uma atmosfera umidificada de 95% de O2 e 5% de CO2. As células 

foram semeadas em placas e incubadas por 24 horas a 37 °C em uma incubadora (5% de CO2) 

até confluência de 80%. Posteriormente, o meio de cultura foi trocado e as células foram 

incubadas em DMEM sem soro, mas contendo veículo (HEPES – tampão salino sem glicose) 

ou DlyL durante todo o experimento. 

 

3.7.2 Microscopia óptica  

 

A fim de abordar alterações morfológicas em resposta ao tratamento com lectina, 

as células foram visualizadas por microscopia óptica por um microscópio invertido NIKON 

eclipse T2000-U. Resumidamente, as células de glioma C6 foram semeadas em uma placa de 

96 poços e incubadas com veículo (HEPES - tampão salino sem glicose) ou DlyL por 3, 6, 12, 

24 e 48 h, e após o tratamento, as células foram visualizadas por microscopia óptica. 

 

3.7.3 Ensaio MTT 

 

A viabilidade celular foi analisada pelo ensaio de redução colorimétrico MTT 

(Sigma®) [30- (4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difeniltetrazólio] (MOSMANN, 1983). As células (5 

× 103 células por poço) foram semeadas em uma placa de 96 poços e incubadas por 24 ou 48 h 

com veículo (controle) ou DlyL em uma concentração final de 10, 30, 50 e 100 μg/mL. Após o 

tratamento, o meio foi removido e as células foram incubadas por 1 h (37 °C) com 0,1 mL de 

MTT à 0,5 mg/mL diluído em solução salina equilibrada de Hanks (HBSS). As desidrogenases 

mitocondriais em células viáveis reduziram o MTT a cristais de formazan, que foram 

dissolvidos em 0,1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) por 30 minutos a 37 °C. A absorbância foi 

medida por espectrofotometria usando o Spectramax Paradigm (k = 540 nm). Os resultados 

foram expressos como uma razão de absorbância da amostra para a absorbância de controle 

(veículo), considerada como 100%. 

 

3.7.4 Detecção de produção ROS 

 

Para avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) na linhagem celular 

C6, 5 × 103 células por poço foram semeadas em uma placa de 96 poços, contendo veículo 
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(controle) ou DlyL na concentração final de 10, 30, 50 e 100 μg/mL, e incubadas por 3 ou 6 h. 

Após o tratamento, o meio foi substituído por 0,1 mL de corante fluorescente de 1 μM de 

dihidrodamina (DCF-DA) (CHEN et al., 2017) e as placas foram protegidas da luz por 20 

minutos a 37 °C. Depois disso, as células foram lavadas com tampão fosfafo-salino, pH 7,4, 

(PBS), e a fluorescência foi medida com o Spectramax Paradigm usando excitação a 485 nm e 

emissão a 520 nm. A fluorescência foi expressa como uma porcentagem de controle (veículo) 

considerado como 100%. 

 

3.7.5 Ensaio TMRE 

 

O potencial da membrana mitocondrial (ΔΨm) foi medido usando uma sonda 

fluorescente de éster etílico de tetrametilrodamina (TMRE) (Invitrogen®) (EHRENBERG et 

al., 1988). As células C6 foram semeadas (5 × 103 células por poço) em uma placa de 96 poços, 

contendo veículo (controle) ou 

 DlyL na concentração final em 10, 30, 50 e 100 μg/mL e incubadas por 3 ou 6 h. 

Após o período de tratamento, o meio foi substituído por 0,1 mL de uma solução de TMRE 10 

nM e as placas foram protegidas da luz por 20 minutos a 37 °C. Depois disso, as células foram 

lavadas com tampão PBS, e a fluorescência foi medida usando o Spectramax Paradigm com 

excitação de 550 nm e emissão de 590 nm. A fluorescência foi expressa como uma porcentagem 

do controle (veículo) considerado como 100%. 

 

3.7.6 Ensaio Caspase-3 

 

Para detectar se o DlyL poderia induzir apoptose celular, a atividade da Caspase 3 

foi analisada. O kit de ensaio EnzChek® Caspase-3 (Invitrogen) foi utilizado de acordo com as 

especificações do fabricante. As células foram plaqueadas com densidade de 5 × 105 células 

por poço em placas de 6 poços. O controle positivo foi realizado com estaurosporina (1 mM) e 

o controle negativo obtido por tratamento celular apenas com veículo. Dois poços foram 

reunidos após tratamentos para que a concentração final por reação fosse igual a 1 × 106 células, 

de acordo com as recomendações do fabricante. Neste ensaio, as células foram tratadas por 6 

h, uma vez que o DlyL promove uma redução notável da viabilidade celular após períodos mais 

longos de incubação (por exemplo, 12 a 24 h). Após o tratamento, o meio de cultura foi 

removido e as células foram tripsinizadas, coletadas em tubos de 1,5 mL e depois centrifugadas 
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a 5000 rpm por 5 min. Posteriormente foram lavadas com 1 x PBS e armazenadas a -80 °C 

durante a noite para promover lise celular. Posteriormente, as células foram incubadas com 

tampão de lise comercial em um banho de gelo por 30 min e centrifugadas nas mesmas 

condições descritas acima. O sobrenadante foi transferido para uma placa preta de 96 poços 

(PerkinElmer™) e o substrato da reação foi adicionado. Uma curva padrão foi feita com uma 

solução de 7-amino-4-metilcumarina (AMC; 10 mM), o substrato da reação. Após a colocação 

do substrato, o homogenato celular foi submetido a um ensaio cinético fechado por 1 h com as 

seguintes condições: excitação em 342 nm, corte em 435 e emissão em 446 nm. 

 

3.7.7 Ensaio de microscopia de fluorescência com laranja de acridina 

 

A coloração das células com laranja de acridina (LA) foi realizada para estudar o 

padrão de morte celular e a indução de organelas vesiculares ácidas (OVA) pela lectina após 

24 e 48 h de incubação. As células C6 foram semeadas em uma placa de 96 poços na 

concentração de 5 × 103 células por poço por 24 h em DMEM suplementado com 10% de FBS. 

Posteriormente, o meio foi trocado por DMEM sem soro e contendo veículo (controle) ou DlyL 

(10, 30, 50 e 100 μg/mL). Após 24 e 48 h, as células foram coradas com LA (10 μg/mL; Sigma 

Chemicals, EUA) por 20 minutos no escuro. Todos os procedimentos foram realizados a 37 °C 

(SINGH et al., 2016a). As células foram visualizadas com um microscópio invertido NIKON 

eclipse T2000-U usando conjuntos de filtros, excitação de 470 nm e emissão de 525 nm para 

detecção de cromatina (CR) e excitação de 350 nm e emissão de 615 nm para detecção de 

vesículas ácidas (AVO). 

 

3.7.8 Ensaio de microscopia de fluorescência com iodeto de propídio 

 

Para avaliação do rompimento de membrana celular, bem como diferenciar células 

normais, células em apoptose e células que sofreram necrose, o ensaio com iodeto de propídio 

(IP) foi implementado. Além disso, nesse ensaio as células C6 foram semeadas em uma placa 

de 96 poços nas mesmas condições descritas para o ensaio com laranja de acridina (5 × 103 

células por poço) e tratadas com veículo ou DlyL em concentrações e períodos de tempo, como 

mencionado anteriormente. Após a incubação, as células foram coradas com Hoechst (1 μg/mL, 

Sigma Chemicals, EUA) e IP (14 μg/mL, Sigma Chemicals, EUA) por 15 minutos no escuro 

(SINGH et al., 2016a). As células foram visualizadas sob um microscópio invertido NIKON 
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eclipse T2000-U usando conjuntos de filtros, excitação de 488 nm e emissão de 560 nm para 

PI, e excitação de 353 nm e emissão de 483 nm para Hoechst. 

 

3.7.9 Ensaio de migração 

 

As células C6 foram semeadas em uma placa de 48 poços na concentração de 5 × 

104 células por poço e incubadas por 24 h. Posteriormente, o meio de cultura foi descartado e 

um espaço foi introduzido em cada poço raspando as camadas celulares confluentes com uma 

ponta de pipeta P200, seguida de lavagem com PBS para remover as células frouxamente 

retidas (LIANG; PARK; GUAN, 2007). Em seguida, meio DMEM isento de soro contendo 

veículo (controle) ou DlyL, nas concentrações de 10, 30, 50 e 100 μg/mL, foi adicionado. As 

imagens foram capturadas nos períodos de tempo 0, 24 e 48 h após os tratamentos pelo 

microscópio invertido NIKON eclipse T2000-U. 

 

3.7.10 Análise estatística 

 

Os resultados foram analisados usando o GraphPad Prism, versão 5.0 (La Jolla, 

Califórnia, EUA). Os dados apresentados apresentaram distribuição normal, segundo o teste de 

Shapiro-Wilk (p <0,05). Dessa forma, foram avaliados pela análise de variância (ANOVA), 

seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. Valores de p <0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Purificação de DlyL 

 

DlyL foi purificada de acordo com o protocolo estabelecido por Pinto-Junior e 

colaboradores (2013) (PINTO-JUNIOR et al., 2013) por um único passo cromatográfico de 

afinidade usando uma matriz de Sephadex-G50. O perfil cromatográfico e eletroforético (SDS-

PAGE) (Figura 7) de DlyL foram os esperados para a lectina, sendo eficientemente eluída da 

matriz com adição de D-glucose e apresentado as 3 bandas proteicas, referentes as cadeias α 

(29 kDa), β (14 kDa) e γ (12 kDa), características de lectinas da subtribo Diocleinae (CAVADA 

et al., 2018c).  

Fonte: elaborado pelo autor. A) Extrato total (Vamostra= 15 mL) aplicado em uma matriz cromatográfica de 

Sephadex G-50 (6.5 x 1.8 cm). A fração não retida (P1) foi eluída com o NaCl 0,15 M contendo CaCl2 e MnCl2, 

ambos a 5 mM. A fração retida (P2) foi eluída com solução de NaCl 0,15 M contendo D-glicose 0,1 M. As frações 

foram coletadas alíquotas de 2 mL/tubo com fluxo de 1 mL/minuto; B) Linha 1: Marcadores moleculares 

(fosforilase b (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbônica (29 kDa), 

inibidor de tripsina (20.1 kDa) e α-lactalbumina (14 kDa)). Linha 2: extrato bruto; Linha 3: DlyL pura (30 µg). 

 

4.2 Estrutura cristalográfica de DlyL 

 

Cristais pequenos de DlyL foram cultivados na condição n ° 28 do kit JBScreen 

JCSG ++ (HEPES 100 mM pH 7,0 e PEG 6000 a 10%) e o cristal difratável foi obtido por 

Figura 7 - Avaliação da purificação de DlyL. A) Perfil cromatográfico; B) Perfil eletroforético 

em SDS-PAGE. 
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otimização dessa condição (HEPES 100 mM pH 6,8 e PEG 6000 8%). Os dados de difração 

mostraram que o cristal DlyL pertence ao grupo espacial ortorrômbico I222 (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Dados coletados, refinamento e parâmetros de qualidade dos dados. 

PDB ID 5U37 

Parâmetros Valores 

Coleta de Dados  

Grupo espacial I222 

Parâmetros de célula unitária  

a. b. c (Å) 64.1, 86.93, 92.82 

α. β. γ ( ° ) 90, 90, 90 

Reflexões totais 155,085 (16,858) 

Número de reflexões únicas 28,693 (4,097)d 

Moléculas por unidade assimétrica  1 

Limites de resoluções (Å) 27.86 – 1.70 (1.79 – 1.70)d 

Rmerge
a (%) 8.5 (52.2)d 

Completeza 99.4 (98.8)d 

Multiplicidade 5.4 (4.1)d 

I/σ (I) médio 

Wilson B-fator (Å2) 

9.4 (2.6)d 

20.01 

CC1/2 99.6 (79.9) 

Substituição Molecular  

wRfactor 0.377 

Score 0.802 

Refinamento  

Faixa de resolução (Å) 27.86 – 1.70 

Rfactor
b (%) 19.33 (31.58)d 

Rfree
c (%) 21.37 (34.31)d 

Número de reflexões 28,524 (2,646)d 

Reflexões usada para o R-free 1,385 (145) 

Número de resíduos por unidade assimétrica  237 

Número de moléculas de água 143 

RMS desvios dos valores ideais  

Comprimentos de ligação (Å) 0.007 
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Fonte: elaborado pelo autor. (a)  onde I(hkl) é a intensidade da medição da reflexão h e 

I(hkl) é o valor médio do I(hkl)i para todas as medidas I . (b) Rwork = 100∑ǁFoǁ–ǁFcǁ/∑ǁFoǁ, onde ǁFoǁ e ǁFcǁ são as 

amplitudes observadas e calculadas do fator de estrutura, respectivamente. (c) Rfree = R-fator calculado para um 

subconjunto de 5% de reflexões selecionado aleatoriamente e excluído do refinamento. (d) os valores entre 

parênteses representam a camada mais alta. 

Com base em uma massa de 25.569 Da (PINTO-JUNIOR et al., 2017b), o 

coeficiente de Matthew foi calculado como 2,54 Å3Da-1, indicando a presença de um monômero 

por unidade assimétrica e um teor de solvente de 51,66%. O monômero DguiL (PDB id: 2JE7) 

demonstrou ser um excelente modelo para substituição molecular e apresentou um RMSD de 

0,195 Å para 237 átomos de Cα quando comparado às coordenadas do monômero DlyL, 

demonstrando 97% de similaridade de sequência (NAGANO et al., 2008; PINTO-JUNIOR et 

al., 2017b). O modelo mostrou estereoquímica aceitável e sem problemas referentes ao 

Ramachandran. 

A estrutura de DlyL complexada com Xman foi refinada para 1,7 Å e foram 

modeladas 215 moléculas de água. O monômero adotou um motivo jellyroll observado em 

muitas proteínas de revestimento viral (ARGOS; TSUKIHARA; ROSSMANN, 1980; 

CHELVANAYAGAM; HERINGA; ARGOS, 1992) e em muitas lectinas de leguminosas, que 

geralmente são descritas como β-sanduíche (LORIS et al., 1998). Esse motivo é comum nas 

lectinas de Diocleinae (CAVADA et al., 2018c), por exemplo, uma comparação estrutural entre 

Dioclea virgata lectina (DvirL) (PDB id: 3RS6) (NOBREGA et al., 2012) ou DguiL (PDB id: 

1H9P) (WAH et al., 2001) e DlyL (Figure 8) demonstrou um RMSD de 0,266 Å para 225 

átomos de Cα e 0,196 Å para 206 átomos de Cα, respectivamente, com diferenças encontradas 

em regiões de alta flexibilidade, como loops. Este motivo apresenta uma folha-β curvada 

Ângulos de ligação (°) 0.99 

Fator de temperatura  

Valor médio de B para toda a cadeia proteica (Å2) 24.85 

Ligantes (Å2) 35.30 

Solvente (Å2) 32.21 

Rotâmeros e gráfico de Ramachandran   

Rotâmeros com desvio (%) 0 

Resíduos em regiões mais favoráveis (%) 96.17 

Resíduos em regiões permitidas (%) 3.83 

Resíduos em regiões não permitidas (%) 0 
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antiparalela de sete filamentos que contém aminoácidos diretamente relacionados ao CRD e ao 

MBS. Essa folha-β é conectada por loops à outra folha-β estendida antiparalela de seis 

filamentos que mantêm a estabilidade estrutural e é responsável por contatos interdiméricos nas 

formas dimérica ou tetramérica (LORIS et al., 1998). Todos os resíduos de aminoácidos estão 

alocados dentro da densidade de elétrons, incluindo os resíduos da alça Lys116-Thr117-

Asn118-Ser119-Ile120-Ala121-Asp122-Ala123 (Figure 9), que não foram visualizados em 

outras lectinas de Dioclea devido à alta desordem dessa região (BATISTA DA NOBREGA et 

al., 2012; PINTO-JUNIOR et al., 2017a; WAH et al., 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 8 - Representação em cartoon da sobreposição entre DlyL (em azul), DvirL (PDB 

id: 3RS6, em vermelho) e DguiL (PDB id: 1H9P, em verde). 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

A oligomerização tetramérica foi sugerida pela análise PISA (Figure 10) 

(KRISSINEL; HENRICK, 2007). O tetrâmero é formado pela associação consecutiva de dois 

dímeros canônicos (LORIS et al., 1998; ZAMORA-CABALLERO et al., 2015). O dímero 

canônico é caracterizado pela associação lado a lado de duas folhas-β parcialmente estendidas 

(seis fitas) de modo como se formassem uma folha β contínua de doze fitas (BRINDA et al., 

2004; SINHA et al., 2007), que é um padrão também visto em outras lectinas de Diocleinae 

(CAVADA et al., 2018c; NASCIMENTO et al., 2017; PINTO-JUNIOR et al., 2017a). Estudos 

anteriores com lectinas de Diocleinae demonstraram a importância das interações na cavidade 

central do tetrâmero e nas regiões interdiméricas periféricas que estabilizam a forma tetramérica 

sob diferentes condições de pH em solução (NAGANO et al., 2008; WAH et al., 2001; 

ZAMORA-CABALLERO et al., 2015). Na cavidade central do tetrâmero, o resíduo His51 

contribui para a estabilização da alça central 114-125, fornecendo orientação espacial favorável 

para a interação com His131, que promove a formação de contatos interdiméricos. 

 

Figura 9 -  Região de alça entre os resíduos 114-125 de DlyL com o mapa de densidade de 

elétrons (2mFo-dFc) contornado em 1σ. As cadeias polipeptídicas superpostas são 

representadas na representação cartoon com DlyL (em azul), DvirL (em vermelho) e DguiL 

(em verde). 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

Além disso, os resíduos Arg60 e Asp78 nas regiões periféricas também são 

responsáveis pela estabilização da forma quaternária, mas com menos influência em 

comparação ao loop central. A análise estrutural das lectinas de Dioclea guianensis (PDB id: 

2JDZ) e Dioclea grandiflora (PDB id: 2JE9) indicou que a substituição da histidina na posição 

131 pela asparagina reduz drasticamente os contatos interdiméricos e desfaz a interação que 

ocorria entre a His131 e o loop 114-125, que estabilizava a associação tetramérica independente 

do pH do meio (NAGANO et al., 2008; ZAMORA-CABALLERO et al., 2015). DlyL tem um 

resíduo de serina na posição 131 (Figura 11A, B) que não forma interações com a alça central, 

provavelmente indicando que DlyL é uma lectina com estrutura tetramérica dependente de pH. 

Nas regiões periféricas, foram observadas interações previstas para a lectina (Figura 11C). 

Estudos anteriores de dinâmica molecular das lectinas de Dioclea demonstraram que outras 

regiões da proteína podem afetar as interações de CRD com ligantes, como a região central do 

loop 114-125, que, como visto anteriormente, também está envolvida na estabilização da forma 

tetramérica (PINTO-JUNIOR et al., 2017a, 2017b). 

Figura 10 - Estrutura geral do tetrâmero DlyL complexada com Xman na representação 

cartoon. Esferas representam íons cálcio (em verde) e manganês (em roxo). A molécula X-man 

está na representação de esqueleto carbônico coloridos em amarelo. A) Vista frontal; B) Vista 

lateral. 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Uma similaridade maior que 80% de estrutura primária é compartilhada entre as 

lectinas de Diocleinae (Figura 12) (CAVADA et al., 2018c), mas pequenas diferenças, bem 

como a oligomerização dependente de pH presente nessas proteínas, podem influenciar sua 

interação com os receptores glicosilados. O impacto dessas diferenças foi observado pela 

dinâmica molecular de duas lectinas dessa subtribo, DrfL (lectina de Dioclea reflexa) e DSL 

(lectina de Dioclea sclerocarpa), com 98% de similaridade. Durante as simulações na presença 

de Xman, o comportamento do CRD das lectinas foi significativamente diferente em relação 

aos volumes mínimo e máximo de cavidades (PINTO-JUNIOR et al., 2017a). Esses fatores 

podem afetar a intensidade e o tipo de atividades biológicas promovidas por diferentes lectinas, 

como vasorelaxação, inflamação e atividade antiglioma (ASSREUY et al., 2009; CAVADA et 

al., 2018c; NASCIMENTO et al., 2017; OSTERNE et al., 2017). 

Figura 11 - A) Interações interdiméricas no tetrâmero de DlyL. A cavidade central é indicada 

com caixa vermelha e a região periférica com caixa verde. B) Interações na cavidade central; 

C) Interações em regiões periféricas. 
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Fonte: elaborado pelo autor. Lectinas de Dioclea lasiocarpa (DLL, 99% de similaridade; PDB id: 5UUY), Dioclea 

virgata (DvirL, 98% de similaridade; Uniprot id: P58907), Dioclea guianensis (DguiL, 96% de similaridade; 

Uniprot id: P81637), Dioclea reflexa (DrfL, 93% de similaridade; Uniprot id: C0HK81), Canavalia bonariensis 

(CaBo, 86% de similaridade; Uniprot id: P58906), Canavalia virosa (ConV, 84% de similaridade; Uniprot id: 

C0HJY), e Canavalia ensiformes (ConA, 84% de similaridade; Uniprot id: P81461). Os símbolos são os seguintes: 

hélices 310 (ŋ), β-fitas (β), β-curvas (TT), resíduos de ligação ao açúcar (círculos) e resíduos de ligação à metais 

(quadrados). 

 

 

 

Figura 12 - Alinhamento de lectinas da subtribo Diocleinae 
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4.3 Sítios de ligação de DlyL 

 

O monômero apresentou os íons cálcio e manganês no sítio de ligação à metais 

(MBS), assim como a molécula Xman ligada ao CRD. O DlyL contém um MBS altamente 

conservado localizado nas proximidades do CRD. Quatro aminoácidos estabilizam cada íon 

metálico, tendo dois resíduos em comum, totalizando seis resíduos compondo o sítio. O íon 

cálcio é coordenado pelos resíduos Asp10, Tyr12, Asn14 e Asp19, e o íon manganês é 

coordenado por Glu8, Asp10, Asp19 e His24, com duas moléculas de água coordenando cada 

íon (Figura 13A, B).  

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Figura 13 - A) monômero DlyL na representação cartoon; B) sítio de ligação à metais de DlyL 

com o mapa de densidade de elétrons (mFo-dFc) de 3σ em torno de Ca2+ (esfera verde), Mn2+ 

(esfera roxa) e moléculas de água (esferas vermelhas); C) domínio de reconhecimento à 

carboidratos de DlyL com o mapa de densidade de elétrons (mFo-dFc) de 3σ em torno do Xman. 

A molécula X-man está na representação de esqueleto carbônico com carbonos coloridos em 

amarelo. 
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Uma representação 2D do LIGPLOT das coordenações dos íons com suas 

respectivas distâncias pode ser vista na Figura 14A-B. A análise do servidor CMM sugeriu a 

presença de ambos os cátions. O B-fator médio dos íons cálcio e manganês foi 20,40 Å2 e 23,7 

Å2, respectivamente, ambos com ocupação de 100% e apresentando geometria de coordenação 

octaédrica (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborador pelo autor. 

Figura 14 -  Representações LIGPLOT de ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas e 

de coordenação em torno de A) Ca2+, B) Mn2+ e C) Xman. 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

 

DlyL foi co-cristalizado com Xman para identificação do seu CRD. O B-fator 

médio da molécula de Xman foi de 27 Å2 com ocupação de 100%. A cavidade em que o CRD 

se encontra é formada por quatro segmentos descontínuos: Tyr12-Phe13-Asn14-Thr15-Asp16, 

Gly98-Leu99-Tyr100 e Ala207-Asp208 e Gly227-Arg228-Leu229. O Xman foi estabilizado 

no CRD por uma rede de ligações de hidrogênio que conectam os resíduos Tyr12, Asn14, 

Leu99, Tyr100, Asp208 e Arg228 aos resíduos N1, O3, O4, O5 e O6 presentes na estrutura 

Xman (Figura 13C; Tabela 3). Além disso, interações de van der Waals e interações 

hidrofóbicas entre os resíduos Gly98, Leu99, Ala207, Asp208, Gly227, Arg228 e átomos de 

C6, C11, O4, O5 e O6 do ligante foram identificados (Figura 14C; Tabela 3). 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Sítio de ligação à metais de DlyL com as interações de coordenação em torno dos 

íons cálcio e manganês. 
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Tabela 3 - Interações de Van der Waals e polares entre DlyL e Xman. 

Aminoácido X-Man Distância (Å) 

Interações de van der Waals   

Arg228 CB O4 3.40 

Asp208 OD2 C6 3.39 

Asp208 CG O4 3.34 

Leu99 CB O5 3.20 

Gly98 CA O6 3.24 

Ala207 CB O6 3.35 

Tyr12 OH C11 3.16 

 

Contatos Polares 

Tyr12 OH N1 3.32 

Arg228 N O3 2.91 

Arg228 N O4 3.36 

Asn14 ND2 O4 2.93 

Asp208 OD1 O4 2.49 

Asp208 OD2 O6 2.80 

Leu99 N O5 3.10 

Leu99 N O6 3.12 

Tyr100 N O6 3.06 

Tyr100 O O6 3.39 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

O íon cálcio é responsável pela estabilização de um peptídeo cis entre Ala207 e 

Asp208 através de uma ponte formada com uma molécula de água (Figure 16). A formação 

desse peptídeo cis é importante para a formação de CRD; assim, os resíduos Ala207-Asp208 

são posicionados na base do CRD e estabilizam o ligante dentro do domínio. O peptídeo cis 

Ala-Asp é altamente conservado em lectinas de leguminosas e é crucial para a manutenção do 

CRD nessas proteínas (LORIS et al., 1998). Além disso, o íon cálcio interage diretamente com 

os resíduos Tyr12 e Asn14, estabilizando a alça Tyr12-Phe13-Asn14-Thr15-Asp16 para 

interagir com os ligantes. Todos os resíduos de aminoácidos do MBS e CRD são conservados 

em lectinas de Diocleinae (Figura 12), como DLL, DvirL, DguiL, DrfL, CaBo, ConA, ConV, 
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bem como DlyL (BATISTA DA NOBREGA et al., 2012; CAVADA et al., 2018b, 2018c, 

2019a, 2019b; NAGANO et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2017; OSTERNE et al., 2017; 

PINTO-JUNIOR et al., 2017a). 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

4.4 Docking molecular 

 

As representações e as pontuações de docking de DlyL com N-glicanos são 

mostradas nas Figuras 17 e 18, e Tabela 4. As interações formadas entre DlyL e o complexo1 

e complexo2 apresentaram pontuações de acoplamento de -72,20 e -61,88, indicando que a 

lectina pode teoricamente interagir com a porção manosil (Figura 17A e Figura 18A) desses 

glicanos e que terminal composto por ácido siálico afeta a ligação de DlyL a este tipo de glicano. 

Para glicanos do tipo híbrido, DlyL interagiu favoravelmente com o híbrido1 (pontuação: -

71,81) e o híbrido2 (pontuação: -60,18) (Figura 17B e Figura 18B), demonstrando um efeito 

positivo com a presença de ácido siálico na região terminal. DlyL interagiu favoravelmente com 

Figura 16 - Representação da estabilização de resíduos de CRD pelo íon cálcio. As esferas 

representam o íon cálcio (em verde) e a molécula de água (em vermelho). 
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N-glicanos ricos em manose, especialmente com Man5 (Figura 17C), com uma pontuação de -

49,75. Os complexos DlyL-Man3 e DlyL-Man9 (Figure 18C, D) apresentaram pontuações de -

44,57 e -46,75, valores mais baixos em comparação com os outros glicanos testados. Em geral, 

em comparação com o CaBo (PDB id: 5U3E) e DLL (PDB id: 5UUY), DlyL interagiu menos 

favoravelmente com os N-glicanos ricos em manose (Tabela 4) (CAVADA et al., 2018b; 

NASCIMENTO et al., 2017). Além disso, o redocking com Xman apresentou interações 

semelhantes às da estrutura cristalográfica, validando nossos resultados. Ao comparar as 

pontuações de docking entre Xman e N-glicanos, é possível afirmar que DlyL pode interagir 

com todos os tipos de N-glicanos testados (Tabela 3). 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Nas glicoproteínas que são N-glicosiladas, os carboidratos são ancorados 

covalentemente ao resíduo de asparagina na sequência Asn-X-Ser/Thr, onde X pode ser 

qualquer aminoácido exceto prolina (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011). Nos 

eucariotos, o processo de glicosilação é iniciado no retículo endoplasmático rugoso (RER) pela 

adição covalente de um precursor de oligossacarídeo (2 N-acetilglucosamina, 9 manose e 3 

glicose) à asparagina da proteína alvo. O precursor comum pode gerar as três principais classes 

de glicanos N-ligados: complexo, híbrido ou ricos em manose (Figura 6). 

Figura 17 - DlyL complexada com N-glicanos a partir dos resultados de docking. As cadeias 

polipeptídicas são representadas na representação de cartoon e em superfície cinza. Os glicanos 

estão na representação de esqueletos carbônicos. DlyL complexada com A) Complexo1, B) 

Híbrido1, C) Man5. 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

Tabela 4 - Interações de DlyL com N-glicanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. (a) Pontuações de docking da lectina de Canavalia bonariensis (CAVADA et al., 

2018b); (b) Pontuações de docking da lectin de Dioclea lasiocarpa (NASCIMENTO et al., 2017). 

Pontuações de docking 

Carboidratos DlyL CaBoa DLLb 

Xman -43.58 - - 

Man3 -42.42 -57.04 -58.21 

Man5 -48.40 -54.62 -62.42 

Man9 -44.28 -71.33 -58.10 

Complexo1 -61.49 -54.71 -59.81 

Complexo2 -55.10 -35.39 -61.54 

Hibrido1 -69.10 -47.59 -61.51 

Hibrido2 -60.29 -60.80 -75.03 

Figura 18 - DlyL complexada com N-glicanos a partir dos resultados de docking. As cadeias 

polipeptídicas são representadas na representação de cartoon e em superfície cinza. Os glicanos 

estão na representação de esqueletos carbônicos. DlyL complexada com A) Complexo2; B). 

Híbrido 2; C) Man3; D) Man9. 
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Os resíduos de glicose são removidos no RER e a glicoproteína é exportada para o 

aparelho de Golgi (AG). No AG, os resíduos de manose podem ser removidos ou não, e outros 

monossacarídeos (N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, galactose, fucose e ácido 

siálico) podem ser adicionados ao final da cadeia do glicano (BIEBERICH, 2014; NAGAE; 

YAMAGUCHI, 2012; PINHO; REIS, 2015; SUN et al., 2012). Muitos desses glicanos estão 

em glicoconjugados presentes na superfície celular, e modificações estruturais nesses 

oligossacarídeos são observadas em células malignas (GOETZ et al., 2009; NAGAE; 

YAMAGUCHI, 2012; PINHO; REIS, 2015; POWLESLAND et al., 2009). N-glicanos 

modificados podem afetar a sobrevivência e a progressão dos tumores, bem como acelerar 

processos invasivos e metastáticos na maioria das linhas de câncer, como o glioma (STOWELL; 

JU; CUMMINGS, 2015; VEILLON et al., 2018; YAMAMOTO et al., 2000). 

O tipo complexo apresenta um ou mais ramos de N-acetil-lactosamina (LacNAc) 

(Galactosil-β1,4-N-acetil-D-glucosamina) ligados ao núcleo principal (GHAZARIAN; IDONI; 

OPPENHEIMER, 2011). Neste trabalho, o complexo1 representa um glicano biantenário com 

ramos LacNAc, com um ramo apresentando um grupo fucosil, enquanto o complexo2 é 

semelhante, mas com ácido siálico em um terminal galactosil. O híbrido mostra características 

dos glicanos complexos e dos ricos em manose, apresentando ramos com porções manosil e 

outros com resíduos LacNAc (SUN et al., 2012). O híbrido1 é composto por dois grupos 

manosil acoplados a um ramo do núcleo e um LacNAc sialilado acoplado ao outro, enquanto o 

híbrido2 possui uma estrutura semelhante, mas sem o ácido siálico. O tipo de glicanos com alto 

teor de manose apresenta apenas porções manosil nos ramos (BIEBERICH, 2014; SUN et al., 

2012). 

As pontuações de docking de DlyL para N-glicanos complexos demonstraram 

resultados semelhantes aos de CaBo (CAVADA et al., 2018b), mas diferentes dos de DLL 

(NASCIMENTO et al., 2017), que não foram afetados pela presença de ácido siálico (Tabela 

4). Para glicanos híbridos, a presença de ácido siálico afetou positivamente a interação, 

demonstrando um efeito oposto ao observado para os N-glicanos complexos. Esses resultados 

foram diferentes dos das análises de docking de CaBo e DLL, em que foi observada uma 

diminuição pontuação na molécula sialilada (Tabela 4) (CAVADA et al., 2018b; 

NASCIMENTO et al., 2017). No caso dos N-glicanos ricos em manose, DlyL interagiu mais 

favoravelmente com o Man5 do que com o Man3 ou o Man9. Esses resultados contrastam com 

os de estudos anteriores sobre docking de corpo rígido a partir de estrutura modelada que 

demonstraram uma menor afinidade pelo Man5 (PINTO-JUNIOR et al., 2017b). O 
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posicionamento diferenciado dos átomos e a ausência de solvatação na estrutura modelada são 

fatores que podem ter gerado essa discrepância na pontuação em relação à estrutura 

cristalográfica. Além disso, neste trabalho foi permitida uma flexibilidade parcial dos resíduos 

de CRD, enquanto no trabalho anterior a DlyL foi mantida completamente rígida. DlyL teve 

um comportamento semelhante ao DLL, pois interagiu menos favoravelmente com os N-

glicanos ricos em manose em comparação com os outros tipos de glicanos, o que é inesperado 

para as lectinas com especificidade à manose (CAVADA et al., 2018b) e diferente do 

comportamento do CaBo que interagiu mais favoravelmente com esses glicanos 

(NASCIMENTO et al., 2017) Assim, embora as lectinas sejam muito semelhantes, as variações 

observadas demonstram que elas interagem de maneira diferente com diferentes glicanos, 

tornando bastante explícito que mesmo pequenas substituições de aminoácidos podem afetar a 

maneira como essas proteínas interagem com seus ligantes, explicando a diferença de 

intensidade observada em atividades biológicas de Diocleinae lectinas (CAVADA et al., 

2018c). 

Man9 e Man5 fazem parte da glicosilação da gp120 presente no envelope do HIV 

e são essenciais para a ligação do HIV aos receptores da superfície celular, como o CD4 (cluster 

de diferenciação 4) (QI; JO; IM, 2016; SIROIS et al., 2007). Man5 apresentou a maior 

pontuação para DlyL, e essa interação já foi comprovada experimentalmente para outras 

lectinas de Diocleinae (DAM et al., 1998). Algumas lectinas de leguminosas específicas para 

manose foram capazes de inibir a fusão do vírus HIV com células CD4 através da interação 

com a gp120 (HANSEN et al., 1989). Assim, nossos dados sugerem que o DlyL pode ter a 

mesma capacidade de inibir a infecção pelo HIV. As pontuações de docking indicaram que a 

lectina poderia interagir fortemente com todos os glicanos testados (MARQUES et al., 2017; 

PINTO-JUNIOR et al., 2017c). Portanto, é possível concluir que os efeitos biológicos de DlyL 

estão relacionados à sua capacidade de ligação aos N-glicanos. 
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4.5 Efeito do DlyL nas células de glioma C6 de rato 

 

Os resultados mostram que DlyL 30–100 μg/mL induziu alterações 

morfológicas das células de glioma C6 de rato após 6 h de incubação (Figura 19). A forma 

aderente foi alterada para uma forma esférica em resposta à DlyL. Além disso, foram 

observados detritos, que caracterizam a degradação da matriz extracelular e a indução de morte 

celular. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 19 - O tratamento com DlyL altera a morfologia das células de glioma C6. As células 

de glioma C6 foram expostas ao veículo (HEPES; controle) ou DlyL (10, 30, 50 e 100 μg/mL) 

por 3, 6, 12, 24 ou 48 h, seguidas de análise da morfologia celular. As células foram avaliadas 

pelo microscópio invertido NIKON eclipse T2000-U por microscopia óptica (10×), e as 

imagens são representativas de três experimentos independentes realizadas em triplicata. As 

barras brancas representam 100 μm. 
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DlyL nas concentrações de 50 e 100 μg/mL diminuiu a viabilidade celular após 24 

horas e entre 30-100 μg/mL após 48 horas de tratamento, conforme medido pelo ensaio MTT 

(Figura 20), não havendo diferenças estatísticas.  

Fonte: elaborado pelo autor. 

Com base nesses achados, também foi avaliado a capacidade de DlyL de alterar os 

níveis de ERO, o potencial da membrana mitocondrial e a capacidade de ativar a caspase-3. Os 

resultados mostram que o DlyL 30–100 μg/mL causou uma redução no nível de ERO após 6 h 

de incubação sem alterações no potencial da membrana mitocondrial (Figura 21).  

Figura 20 - DlyL altera a viabilidade e morfologia celular. As células de glioma C6 foram 

expostas ao veículo (HEPES; controle) ou DlyL (10, 30, 50 e 100 μg/mL) por 24 ou 48 h. (A) 

é uma imagem representativa de quatro experimentos independentes realizados em triplicata, 

e mostra a morfologia celular, avaliada por microscopia óptica, em resposta à exposição à DlyL 

(24 e 48 h). As células foram visualizadas por um microscópio invertido NIKON eclipse 

T2000-U (10×). (B) mostra a viabilidade celular medida pelo ensaio MTT após tratamento com 

DlyL por 24 h e 48 h, respectivamente. Os dados são expressos como uma porcentagem de 

controle (considerado 100%), e os valores são apresentados como média ± EPM de quatro 

experimentos independentes realizados em triplicata. **** p <0,0001, em comparação ao 

controle. 
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 Fonte: elaborado pelo autor. 

Além disso, DlyL à 50 e 100 μg/mL (6 h) promoveram leve ativação da caspase-3 

(Figura 22), em comparação ao controle positivo, estaurosporina (1 μM). Para detectar a ruptura 

da membrana celular em resposta ao tratamento com lectina, foi realizado o ensaio de iodeto de 

propídio (IP) após 24 e 48 h de incubação. Observou-se um aumento significativo da marcação 

de IP em DlyL 100 μg/mL após 24 h de incubação (Figura 23), enquanto após 48 h de 

incubação, DlyL 30, 50 e 100 μg/mL poderia aumentar a marcação de IP em comparação ao 

controle (Figura 23B). Estes resultados indicam que a morte celular com lesão de membrana se 

aproxima de 40% do total de células e que aparece após um longo período de incubação.  

Figura 21 - DlyL altera o nível de ERO, mas não modificou o potencial da membrana 

mitocondrial. As células de glioma C6 foram expostas (3 e 6 h) ao veículo (HEPES; controle) 

ou DlyL (10, 30, 50 e 100 μg/mL). (A) e (B) mostram níveis de ERO avaliados pelo corante 

fluorescente di-hidrorodamina (DCF-DA) após 3 e 6 h de tratamento, respectivamente. (C) e 

(D) mostram o potencial mitocondrial avaliado por sonda fluorescente de éster etílico (TMRE) 

após 3 e 6 h de tratamento, respectivamente. Os dados são expressos como uma porcentagem 

de controle e os valores são apresentados como média ± EPM de quatro experimentos 

independentes realizados em triplicatas. * p <0,05 e ** p <0,01. 



73 
 

 
 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 22 -  DlyL ativa Caspase-3. As células de glioma C6 foram expostas ao veículo ou DlyL 

(10, 30, 50 e 100 μg/mL) por 6 h, seguidas pela medição da atividade da Caspase 3. O gráfico 

demonstra a atividade da Caspase 3 após 6 h de tratamento com veículo (NC) ou DlyL. O 

controle positivo (PC) foi realizado com estaurosporina (2 μg/mL). Os dados são expressos 

como uma porcentagem de controle e os valores são apresentados como média ± EPM de três 

experimentos independentes. *** p <0,001 e **** p <0,0001, em comparação ao controle. 

Figura 23 - DlyL induz lesão na membrana celular do glioma C6. As células de glioma C6 

foram incubadas com veículo (controle) ou DlyL (10, 30, 50 e 100 μg/mL) por 24 h ou 48 h. 

As células foram coradas com Hoechst e iodeto de propídio (IP). Posteriormente, as células 

foram visualizadas por um microscópio invertido NIKON eclipse T2000-U (10×). A figura 

mostra uma imagem representativa e quantificação da coloração de IP por 24 h (A) e 48 h (B) 

após o tratamento. As imagens são representativas de quatro experimentos independentes 

realizados em triplicata. A quantificação foi expressa como uma porcentagem da fluorescência 

IP/Hoechst, e os valores são apresentados como média ± EPM de quatro experimentos 

independentes realizados em triplicatas. ** p <0,01 *** p <0,001 ou **** p <0,0001, em 

comparação ao controle. 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

 

A possível mediação de processos autofágicos por DlyL também foi avaliada 

usando o ensaio de laranja de acridina. Os resultados mostraram um aumento robusto, 

aproximando-se de 90%, das organelas vesiculares ácidas (OVAs) em resposta ao DlyL a 50 e 

100 μg/mL e cerca de 50% em resposta ao DlyL a 30 μg/mL após 24 h de incubação (Figura 

24). No entanto, após 48 horas de tratamento, o efeito de DlyL 30 μg/mL foi mais proeminente 

(cerca de 80% dos OVAs) quando comparado ao de 50 e 100 μg/mL, o que induziu um aumento 

no OVA aproximando-se de 40 e 20%, respectivamente (Figura 24B). Finalmente, também foi 

avaliada a capacidade do DlyL de afetar a migração celular. Nossos dados mostram que o DlyL 

de 30 a 100 μg/mL inibiu a migração de células C6 em até 90% em comparação ao controle 

(Figure 25). 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Figura 22 - DlyL melhora a detecção de organelas vesiculares ácidas (OVAs) em células de 

glioma C6. A figura mostra imagens representativas e quantificação da coloração com laranja 

de acridina das células de glioma C6 após incubação com veículo (controle) ou DlyL (10, 30, 

50 e 100 μg/mL) por 24 h (A) e 48 h (B). Cromatina (CR) e organelas da vesícula ácida (OVA) 

foram identificadas como coloração verde e vermelha, respectivamente. As células positivas 

para OVA (vermelhas) representam autofagia, e a sobreposição de OVA e CR é apresentada 

como CR + OVA. As células foram visualizadas por um microscópio invertido NIKON eclipse 

T2000-U (ampliação de 10x). A quantificação foi expressa como uma porcentagem de 

OVA/CR, e os valores são apresentados como média ± EPM de quatro experimentos 

independentes realizados em triplicado. *** p <0,001 ou **** p <0,0001, em comparação ao 

controle. 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Figura 23 - Efeito inibitório do DlyL na migração celular de glioma C6. As células foram 

plaqueadas em uma placa de 48 poços na concentração de 1,5 x 104 células por poço e cultivadas 

por 24 h a 37 °C e 5% de CO2. Posteriormente, o meio de cultura foi descartado e uma ferida 

foi introduzida raspando as camadas celulares confluentes com uma ponta de pipeta P200, 

seguida de lavagem com PBS. Posteriormente, DMEM isento de soro contendo veículo 

(controle) ou DlyL (10, 30, 50 ou 100 μg/mL) foi adicionado e as células foram mantidas nessas 

condições por 48 h. As imagens foram adquiridas por um microscópio invertido NIKON eclipse 

T2000-U (ampliação de 5×) nos períodos de 0, 24 e 48 h após os tratamentos. As linhas definem 

a área sem células. O gráfico mostra a magnitude da inibição da migração celular por DlyL. 

Para quantificação, a ferida foi medida (distância em mm entre as bordas) em cada momento e 

o valor expresso é uma porcentagem do fechamento total (100%). As barras representam 200 

μm. Os valores são expressos como média ± EPM de quatro experiências independentes 

realizadas em triplicado. **** p <0,0001, em comparação ao controle. 
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Vários estudos sugeriram as lectinas vegetais como moléculas biológicas capazes 

de induzir a morte de células tumorais via modulação de vias apoptóticas e (FU et al., 2011; 

JIANG et al., 2015; LIU et al., 2013). Foi relatado que a lectina Concanavalina A (ConA) que 

possui especificidade à manose/glicose desencadeia autofagia em células de hepatoma, bem 

como apoptose mediada por mitocôndrias em células de melanoma e células de carcinoma 

hepatocelular humano (CHANG et al., 2007; FU et al., 2011; JIANG et al., 2015; LIU et al., 

2013).  

A ConA também foi capaz de induzir a autofagia em células de glioma U87 humano 

por um mecanismo envolvendo JAK2/STAT3, metaloproteinase de matriz tipo 1 de membrana 

(MT1-MMP) e indução de BNIP3 (CHANG et al., 2007; PRATT; ANNABI, 2014; PRATT; 

ROY; ANNABI, 2012). Além disso, sugeriu-se que a lectina de ligação à manose (MBL), uma 

lectina de mamífero dependente de Ca2+ e específica para manose e N-acetilglucosamina, que 

exibe um biomarcador e potencial terapêutico para muitas doenças humanas (SINGH et al., 

2016b), possui atividade inibidora de crescimento contra células de carcinoma colorretal 

humano (MA et al., 1999) e capacidade de ligar células de glioma e promover a ativação do 

complemento (FUJITA et al., 1995). 

Em estudos anteriores, foi demonstrado que as lectinas de leguminosas de ligação 

à glicose/manose, incluindo ConV (purificado de Canavalia virosa), CaBo (purificado de 

Canavalia bonariensis) e DLL (purificado de Dioclea lasiocarpa), são capazes de alterar a 

morfologia celular, inibindo a migração celular, induzindo autofagia e provocando morte 

celular de glioma com diferentes perfis e potência (CAVADA et al., 2018b; NASCIMENTO et 

al., 2017; OSTERNE et al., 2017). Portanto, é interessante notar que a capacidade do DlyL de 

ativar a Caspase 3, por exemplo, não atingiu a intensidade da DLL (NASCIMENTO et al., 

2017), indicando, novamente, que pequenas diferenças estruturais podem desencadear 

diferentes graus de potência em relação à indução de apoptose em células de glioma (CAVADA 

et al., 2018c). 

A autofagia é um processo catabólico evolutivamente conservado pelo qual proteínas 

e organelas danificadas são encapsuladas no autofagossomo de membrana dupla e degradadas 

no lisossomo no contexto de uma série altamente orquestrada de eventos moleculares. No 

entanto, em contraste com o papel protetor das células fisiológicas da autofagia, papéis 

conflitantes foram relatados para esse processo no câncer (HAMBRIGHT; GHOSH, 2017). 

Portanto, a autofagia é um mecanismo complexo que pode produzir morte ou sobrevivência 

celular (PRATT; ANNABI, 2014; PRATT; ROY; ANNABI, 2012; REDMANN; DARLEY-
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USMAR; ZHANG, 2016). No presente estudo, DlyL 30–100 μg/mL pode provocar autofagia 

intensa após 24 h de incubação. De fato, esse efeito nas células de glioblastoma foi encontrado 

em resposta a outras lectinas de leguminosas, como ConV, CaBo e ConA, nessa faixa de 

concentração (CAVADA et al., 2018b; OSTERNE et al., 2017; PRATT; ANNABI, 2014; 

PRATT; ROY; ANNABI, 2012), e no caso da DLL, também na concentração de 10 μg/mL 

(NASCIMENTO et al., 2017). Após 48 h de tratamento, é digno de nota que o marcador 

autofágico (OVA) não é tão evidente, enquanto uma diminuição robusta na viabilidade celular 

e o aparecimento de rompimento da membrana celular (aumento de 20-40% na marcação de 

IP) foram claramente detectados. No entanto, o efeito sobre a ruptura da membrana foi 

relativamente menor comparado ao tratamento de células C6 por 48 h com DLL ou ConV, no 

qual foi observado um aumento de 40 a 90% na marcação de IP (NASCIMENTO et al., 2017; 

OSTERNE et al., 2017). O papel da ERO e da autofagia na sobrevivência ou morte de células 

cancerígenas são elementos-chave para estratégias de tratamento (HAMBRIGHT; GHOSH, 

2017; WALTON, 2016). Nossos dados mostraram que o DlyL (30–100 μg/mL) induziu uma 

diminuição no nível de ERO após 6 h de incubação. Embora não tenhamos explorado mais esse 

mecanismo, podemos especular que ele possa estar associado a uma autofagia precoce induzida 

por lectina, o que poderia diminuir a geração ERO basal de células de glioma C6. No entanto, 

esse aspecto está fora do escopo do presente artigo e será abordado em estudos futuros. 

Por meio do ensaio de migração celular (Figura 25), DlyL (30–100 μg/mL) 

demonstrou retardar a proliferação/migração celular às 24 e 48 h. Note-se que esse efeito 

concorda com as alterações morfológicas que ocorrem no mesmo momento e faixa de 

concentração. Além disso, é importante destacar que essa ação inibitória do DlyL na migração 

celular foi mais intensa do que a encontrada em resposta ao CaBo e ConV (CAVADA et al., 

2018b; OSTERNE et al., 2017; WILDBURGER et al., 2015). 
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5 CONCLUSÃO 

 

Este trabalho relatou a estrutura tridimensional da lectina de sementes de Dioclea 

lasiophylla, denominada DlyL. DlyL mostrou-se estruturalmente semelhante a outras lectinas 

de Diocleinae, no entanto, diferentes resíduos de aminoácidos impactam diferencialmente sua 

interação com ligantes e a estabilização da estrutura quaternária de proteínas. Esses aspectos 

foram abordados no trabalho e diretamente relacionados às diferenças observadas na análise in 

silico das interações com os N-glicanos, bem como ao potencial efeito citotóxico demonstrado 

pelas lectinas de Diocleinae. Portanto, os achados apoiam o potencial antitumoral e antiglioma 

das lectinas de leguminosas da subtribo Diocleinae, sugerindo que mesmo pequenas diferenças 

estruturais entre as lectinas podem alterar sua potência respectiva na mediação de autofagia e 

apoptose celular, o que é importante para o desenvolvimento de terapias antitumorais. 
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