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RESUMO 
 

Lectinas são proteínas capazes de interagir com carboidratos específicos de forma reversível. 

Pelo fato dos carboidratos serem moléculas envolvidas em processos de reconhecimento e 

endereçamento, algumas lectinas são capazes de induzir reações celulares ao interagir com 

esses açúcares. O gênero Arachis pertence à tribo Dalbergieae, um grupo de plantas que tem 

revelado possuir lectinas promissoras para estudos de atividades biológicas e aplicações 

biotecnológicas. Este gênero possui três lectinas já purificadas, sendo as três isoladas da mesma 

espécie, Arachis hypogaea (amendoim). Os genomas de duas espécies estreitamente 

relacionadas ao amendoim comercial, Arachis duranensis e Arachis ipaensis, foram 

recentemente sequenciados e publicados. Portanto, com base na informação dos genomas destas 

duas espécies, este estudo tem como objetivo predizer a estrutura tridimensional das lectinas de 

Arachis duranensis (ADL) e de Arachis ipaensis (AIL) por modelagem por homologia, analisar 

a possibilidade de interação desses modelos com diferentes manosídeos através de docking 

(ancoragem; atracamento) molecular e estudar seus comportamentos moleculares através de 

dinâmica molecular (DM). A conformação tridimensional obtidas para os modelos moleculares 

está de acordo com os dados obtidos experimentalmente para lectinas de leguminosas estudadas 

anteriormente, apresentando o motivo jellyroll conservado. As duas lectinas tiveram seus 

domínios de ligação a metais e de reconhecimento à carboidratos caracterizados por 

sobreposição com estruturas cristalográficas de lectinas de Dalbergieae e docking molecular. 

As lectinas obtiveram escores de ancoragem diferentes quando testados com monossacarídeos, 

dissacarídeos e N-glicanos ricos em manose, sugerindo que podem interagir com esses ligantes 

com intensidades diferentes. Simulações de DM foram realizadas com as proteínas nas 

condições sem ligante, interagindo com D-manose e interagindo com α-metil-D-manosídeo. A 

análise por DM demonstrou aspectos moleculares determinantes para especificidade por α-

metil-D-manosídeo. Já durante a simulação com D-manose, as interações moleculares 

apresentaram menor estabilidade do que as estabelecidas com α-metil-D-manosídeo. Os dados 

apresentados nesse estudo podem servir como um guia para novas pesquisas realizadas com 

lectinas α-metil-D-manosídeo específicas do gênero Arachis. 

 

Palavras-chave: Arachis; lectinas; modelagem por homologia; docking molecular, dinâmica 

molecular;  

  



 

 

ABSTRACT 
 

Lectins are proteins capable of interacting with specific carbohydrates in a reversible manner. 

Because carbohydrates are molecules involved in recognition and addressing processes, some 

lectins are able to induce cellular reactions when interacting with these sugars. The Arachis 

genus belongs to the Dalbergieae tribe, a group of plants that has shown promising lectins for 

studying biological activities and biotechnological applications. This genus has already three 

purified lectins, the three being isolated from the same species, Arachis hypogaea (peanut). 

Genomes of two species closely related to commercial peanuts, Arachis duranensis and Arachis 

ipaensis, were recently sequenced and published. Therefore, based on the information of the 

genomes of these two species, this study aims to predict the three-dimensional structure of 

Arachis duranensis (ADL) and Arachis ipaensis (AIL) lectins by homology modeling, to 

analyze the possibility of interaction of these models with different mannosides through 

molecular docking and study their molecular behaviors through molecular dynamics (DM). The 

three-dimensional conformation obtained for the molecular models is in agreement with 

experimentally obtained data of previously studied leguminous lectins, presenting the 

conserved jellyroll motif. The two lectins had their metal binding and carbohydrate recognition 

domains characterized by overlapping crystallographic structures of Dalbergieae lectins and by 

molecular docking. Lectins obtained different anchorage scores when tested with 

monosaccharides, disaccharides, and high-mannose N-glycans, suggesting that they may 

interact with these binders at different intensities. Simulations of DM were performed with the 

proteins under conditions without binder, interacting with D-mannose and interacting with α-

methyl-D-mannoside. DM analysis demonstrated molecular determinants for α-methyl-D-

mannosid specificity. During D-mannose simulation, the molecular interactions presented 

lower stability than those established with α-methyl-D-mannoside. The data presented in this 

study can thus serve as a guide for new researches aiming α-methyl-D-mannoside specific 

lectins of the Arachis genus. 

 

Keywords: Arachis lectins; Molecular Dynamics; Homology modelling 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Lectinas 
As lectinas são proteínas conhecidas há muito tempo e seu descobrimento data de 

1888, quando Stillmark publicou sua dissertação sobre o que chamou de “ricina, um fermento 

tóxico das sementes de Ricinus communis” (STILLMARK, 1888). Sua descoberta relacionou 

o efeito tóxico do extrato de sementes da mamona e sua capacidade de aglutinação a um fator 

proteico. Em 1898, Elfstrand utilizou pela primeira vez o termo hemaglutinina (ELFSTRAND, 

1898), palavra criada para a nova classe de proteínas que vinha sendo identificada. 

Com o tempo, a atividade tóxica desse novo grupo proteico deixou de estar 

relacionada à atividade hemaglutinante. Isso aconteceu quando Landsteiner e Raubitschek 

reportaram, em 1907, a presença de lectinas atóxicas nas sementes de Phaseolus vulgaris 

(feijão), Pisum sativum (ervilha), Lens culinaris (lentilha) e Vicia sativa (VAN DAMME et al., 

1998). Após esse registro, outros pesquisadores encontraram proteínas que também possuíam 

capacidade de aglutinar células e que não apresentavam a mesma toxicidade observada para 

ricina. Assim, com a revelação de um maior número dessas novas biomoléculas, a atividade 

tóxica da ricina passou a ser considerada uma exceção às hemaglutininas (VAN DAMME et 

al., 1998). 

Outro marco importante da história das lectinas aconteceu quando, em 1936, 

Sumner e Howell publicaram a capacidade da Concanavalina A (ConA) de aglutinar eritrócitos, 

leveduras, algumas espécies bacterianas e de precipitar glicogênio em solução. Nesse mesmo 

estudo, os dois cientistas também verificaram que o extrato da cana de açúcar, quando colocado 

em solução na presença de ConA, inibia a precipitação de amido ou a aglutinação de eritrócitos, 

sendo o primeiro registro sobre a especificidade de lectinas por açúcares (SHARON & LIS, 

2004). 

A especificidade das lectinas foi novamente vislumbrada por Boyd e Reguera, em 

1949, quando publicaram um estudo que consistiu no teste da atividade hemaglutinante do 

extrato salino de 262 variedades de plantas contra sangues humanos dos tipos A, B e O. Dos 

extratos testados, 191 não apresentaram atividade hemaglutinante, 46 apresentaram atividade 

não específica e 25 apresentaram uma especificidade relativa. 

Nessa época, o mecanismo que possibilitava as lectinas aglutinar células ainda era 

desconhecido. Foram Watkins e Morgan que, em 1952, descobriram que a atividade da lectina 

de Phaseolus lunatus contra sangue humano tipo A era melhor inibida com α-N-acetil-D-

galactosamina, e que a atividade da lectina de Lotus tetranoglobus contra sangue humano do 
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tipo O era melhor inibida por α-L-fucose. Assim, eles concluíram que a especificidade dessas 

lectinas aos tipos sanguíneos A e O se devia à presença desses respectivos açúcares no 

glicocálice dessas hemácias. 

Foi apenas em 1954 que C. Boyd e Elizabeth Shapleigh sugeriram o uso do termo 

lectina. Seu apelo para o uso do novo termo foi que embora essas proteínas se ligassem a certos 

antígenos, sua origem não imune impedia que essas proteínas se enquadrassem na mesma classe 

dos anticorpos, que também podiam aglutinar células. Os autores propuseram então o termo 

lectina, uma adaptação do particípio do verbo “legere”, advindo do Latim. Mesmo que criada 

para enfatizar o fato de que as lectinas possuem afinidade específica a determinado tipo 

sanguíneo, a ausência de um consenso da comunidade científica fez com que os termos 

“lectina”, “hemaglutinina” e “aglutinina” fossem utilizados como sinônimos, assim persistindo 

até os dias atuais (VAN DAMME et al., 1998). 

Em seguida, a década de 60 trouxe novos conhecimentos para o campo que depois 

seria conhecido como lectinologia. Logo no início, Nowell e colaboradores (1960) reportaram 

que as lectinas de Phaseolus vulgaris possuem potencial mitogênico quando colocadas em 

contato com linfócitos humanos. A constatação desse efeito foi um grande choque para a área 

de imunologia da época, pois ainda acreditava-se que os linfócitos eram células incapazes de 

se dividir.  Outras publicações importantes feitas nesse período foram os estudos de Aub e 

colaboradores (1963, 1965), que reportaram que a aglutinina do trigo WGA apresentava 

preferência por células cancerosas. Essas descobertas estimularam outros autores a pesquisar 

atividades semelhantes para outras lectinas e assim essas biomoléculas foram se tornando cada 

vez mais estudadas (TAKAHASHI et al., 1967; MATSUMOTO & OSAWA, 1969; 

GALBRAITH & GOLDSTEIN, 1970). 

Durante esse mesmo período, avanços vinham sendo feitos sobre a interação das 

lectinas com carboidratos. Goldstein e colaboradores (1963, 1965) relataram em seus resultados 

que a interação da ConA com polissacarídeos era bem específica, promovendo a formação de 

precipitados somente quando haviam polissacarídeos contendo resíduos de α-D-glucopiranosil 

ou α-D-manopiranosil nas extremidades não redutoras. Conhecendo essas propriedades, os 

pesquisadores Agrawal e Goldstein (1965) supuseram que essa mesma proteína pudesse se ligar 

aos géis do tipo Sephadex, um polímero reticulado de dextrana comercializado para fazer 

cromatografias de exclusão molecular, e assim purificá-la de forma mais simples. No artigo, os 

cientistas relatam que o gel Sephadex G-50 é o mais indicado para fazer a purificação da ConA, 

pois exclui moléculas de alto peso molecular mais rápido quando comparada com os géis G75, 

G100 e G200. O gel Sephadex G-25 não foi capaz de reter ConA em sua fase estacionária, o 
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que foi explicado devido seu alto grau de reticulação. Já o G-200 apresentou maior capacidade 

de reter moléculas da ConA ligadas, o que pode ser justificado pelo seu baixo nível de 

reticulação, e, portanto, pode ser utilizada como uma forma de concentrar ConA. Na retirada 

das proteínas retidas no gel foi utilizada uma solução contendo glicose, que é retirada da 

proteína por passos de diálise realizados após obtenção da proteína pura. 

A introdução e popularização do uso de cromatografias de afinidade para 

purificação de lectinas acelerou o descobrimento de novas biomoléculas e não tardou para que 

surgissem publicações relatando-as em outras espécies de plantas, de cogumelos e de animais 

invertebrados (SHARON & LIS, 2004). Com a disponibilidade de protocolos de isolamento 

eficientes, muitos laboratórios começaram a publicar as sequências de aminoácidos dessas 

proteínas e também suas estruturas cristalográficas (HARDMAN & AINSWORTH et al., 

1972), o que possibilitou a melhor caracterização da interação dessas moléculas com seus 

açúcares específicos. Ainda que lectinas tenham sido encontradas em todos os reinos dos seres 

vivos, as de plantas e, mais especificamente, de leguminosas, receberam um atenção especial 

devido seu importante papel na composição de dietas humanas e pela sua importância 

econômica. As lectinas descobertas nessa família desempenharam papel pioneiro na sua 

aplicação como ferramentas para pesquisa biológica e biomédica (VAN DAMME et al., 1998). 

Muitas dessas proteínas estavam sendo purificadas e publicadas, mas ainda não 

havia uma definição que pudesse caracterizar de forma precisa todas essas biomoléculas. A 

primeira definição oficial dada para lectinas foi de Goldstein e colaboradores 1980, mas essa 

definição considerava a capacidade de aglutinar células ou precipitar polissacarídeos, o que 

excluía as lectinas monoméricas que são incapazes de desempenhar essas atividades. Já a 

publicação feita por Peumans e Van Damme em 1995 constata que lectinas de plantas são “todas 

as proteínas de plantas que possuem no mínimo um domínio não catalítico que se liga 

reversivelmente a mono ou oligossacarídeos específicos”. Essa definição é aceita até hoje, 

embora muitos autores adicionem o fato de que essas proteínas não se originam do sistema 

imune. 

 

1.2 Estruturas de lectinas de leguminosas 

No final da década 90, um número relativamente grande de lectinas de leguminosas 

já era conhecido e importantes trabalhos de revisão foram publicados nessa época. No artigo 

publicado por Van Damme e colaboradores em 1998, os autores dividem essas biomoléculas 

em diversas famílias, incluindo dados importantes para cada uma. Até aquele momento, cerca 

de cem lectinas de leguminosas já haviam sido isoladas de setenta grupos taxonômicos 
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diferentes. A maioria dessas proteínas foram extraídas de sementes e é registrado que elas 

podem corresponder a cerca de 1-10% do total das proteínas solúveis a partir de extratos de 

sementes. Em algumas espécies foram encontradas concentrações de até 50%, enquanto que 

outras continham apenas 0.1%. Foi também relatado que quando feitas extrações de outras 

partes da planta, pode-se detectar lectinas que não estão presentes nas sementes, indicando que 

genes codificantes para lectinas diferentes estão presentes na mesma planta e a expressão delas 

ocorre em orgãos distintos do vegetal (VAN DAMME et al. 1995). 

Também em 1998, Loris e colaboradores publicaram uma revisão sobre as 

estruturas das lectinas de leguminosas. Naquela época já se havia depositado estruturas de 9 

lectinas de leguminosas no banco de dados de proteínas (Protein Data Bank, PDB), sendo elas 

Concanavalina A (EDELMAN et al., 1972; HARDMAN & AINSWORTH, 1972), PHA-L 

(HAMELRYCK et al., 1996), as lectinas da ervilha (EINSPAHR et al., 1986), lentilha (LORIS 

et al., 1993; LORIS et al., 1994), Lathyrus ochrus (BOURNE et al., 1990), Arachis hypogaea 

(BANERJEE et al., 1994; 1996), soja, Erythrina corallodendron (SHAANAN et al., 1991), 

lectina IV de Griffonia simplicifolia (DELBAERE et al., 1993) e outras duas estruturas das 

proteínas homólogas às lectinas, a de Phaseolus vulgaris (BOMPARD-GILLES et al., 1996) e 

da arcelina (HAMELRYCK et al., 1996), nas quais não foram detectadas atividade de ligação 

a carboidratos. 

Essas proteínas apresentam semelhança estrutural e compartilham algumas 

características. Uma delas é o enovelamento dessas moléculas, que possui um arranjo de folhas 

beta estruturalmente relacionado com o motivo jellyroll, também encontrado em proteínas de 

capas virais (ARGOS et al., 1980; CHELVANAYAGAM et al., 1992). As estruturas dessas 

proteínas são constituídas duas folhas beta antiparalelas conectadas por loops (jellyroll) 

conferindo estabilidade estrutural a esse motivo. Algumas das lectinas que possuem esse mesmo 

arranjo possuem capacidade de sustentar sua atividade mesmo depois de aquecidas a 60 °C por 

1 hora (PEREIRA-JÚNIOR et al., 2012; SILVA et al., 2012; LOSSIO et al., 2017). 

Outro fator comum a essas lectinas é a conservação de aminoácidos em diferentes 

regiões. A maioria dessas biomoléculas necessita da ligação com dois cátions divalentes para 

exercer sua atividade, sendo um deles Ca2+ e outro metal, podendo variar entre Mn2+, Zn2+, Co2+ 

ou Ni2+, pois esses íons estabelecem interações com o sítio de ligação a metais (MBS, do inglês 

metal binding site). Através de uma molécula de água, esses metais interagem com um resíduo 

de ácido aspártico (LORIS et al., 1998) e essa interação é responsável pela manutenção de uma 

ligação cis-peptídica entre Ala-Asp, o que mantém o ácido aspártico em posição cis e 

consequentemente torna a proteína apta a exercer sua atividade. Esse aminoácido se encontra 
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na parte basal do sítio de ligação a carboidratos e estabiliza o ligante dentro do sítio. Tanto os 

aminoácidos envolvidos no MBS como os aminoácidos evolvidos na isomerização do cis-

aspartato são altamente conservados nas lectinas de leguminosas, exceto raras exceções 

(BOMPARD-GILLES et al., 1996; HAMELRYCK et al., 1996). Outros aminoácidos 

envolvidos no sítio de ligação também são conservados nessas lectinas, mas sua conservação 

pode variar entre as tribos e subtribos das famílias botânicas em que essas proteínas são 

encontradas (LORIS et al., 1998). 

A subtribo Diocleinae pertencente à tribo Phaseoleae, por exemplo, é uma subtribo 

que apresenta lectinas com alta homologia entre si (CALVETE et al., 1999) e, apesar dessa 

homologia, diferentes atividades biológicas são desempenhadas por cada uma dessas lectinas, 

também conhecidas como ConA-like (assim chamadas por sua semelhança à lectina 

Concanavalina A, isolada de Canavalia ensiformis). Devido a sua alta homologia, as lectinas 

dessa subtribo se tornam bons objetos de estudo para compreensão de como pequenas mudanças 

na estrutura de uma proteína podem afetar sua atividade biológica. Parte da diferença relatada 

para as atividades biológicas exercidas por essas lectinas pode ser atribuída às diferentes formas 

de oligomerização que essas biomoléculas podem assumir, como foi proposto no artigo 

publicado por Sanz-Aparicio e colaboradores (1997), que fez a comparação estrutural da lectina 

de Canavalia brasiliensis (ConBr) com a lectina de Canavalia ensiformis (ConA), que possuem 

homologia de 99% e, mesmo assim, apresentam diferenças durante ensaios biológicos. As 

diferentes formas de arranjos diméricos ou tetraméricos 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 (KIESSLING & POHL., 1996). 

Segundo Van Damme e colaboradores (1998), as lectinas podem ser divididas em 

quatro grupos de acordo com sua estrutura quaternária: merolectinas, hololectinas, 

quimerolectinas e superlectinas. As merolectinas são aquelas que não se oligomerizam e são 

encontradas em solução somente na forma de monômeros, como a lectina heveína isolada da 

espécie Hevea brasiliensis. Por conterem apenas um sítio de reconhecimento a carboidratos, 

essas não manifestam atividade aglutinante e, portanto, são mais difíceis de serem detectadas. 

Já as hololectinas se agrupam em estruturas quaternárias e possuem sítios de ligação idênticos 

ou bastante homólogos. Devido sua multivalência, essas proteínas podem aglutinar células e 

são as mais encontradas dentre lectinas de leguminosas, como exemplos tem-se as lectinas CTL, 
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PNA, ConBr, ConA, CaBo e diversas outras (ALMEIDA et al., 2016; EINSPAH et al., 1986; 

SANZ-APARICIO et al., 1997; HARDMAN & AINSWORTH, 1972). Já as quimerolectinas 

são proteínas de fusão contendo um ou mais sítios de reconhecimento a carboidratos, possuindo 

também um sítio estruturalmente não relacionado. Esse outro sítio pode desempenhar atividade 

enzimática ou outra atividade biológica, mas executa sua função de forma independente do sítio 

de reconhecimento a carboidratos. Dependendo do seu arranjo espacial, essas proteínas podem 

se comportar como merolectinas ou hololectinas, e um exemplo desse tipo é a proteína PPL-2 

extraída da espécie Parkia platycephala, a qual possui um domínio catalítico endoquitinásico e 

um domínio de reconhecimento a carboidratos específico a N-acetil-D-glicosamina. Por último, 

as superlectinas possuem no mínimo dois sítios de reconhecimento a carboidratos, sendo estes 

capazes de reconhecer carboidratos estruturalmente não relacionados. Um exemplo desse tipo 

de lectina é a de banana (BanLec). Todos esses 4 tipos de proteínas de plantas estão 

representados e exemplificados na Figura 1. 
 

Figura 1 – Representação dos quatro tipos de lectinas de leguminosas.. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de VAN DAMME et al., 1998 

 

Na família das leguminosas são encontradas hololectinas de diferentes formas. A 

primeira forma de arranjo é o conhecido dímero canônico das leguminosas, um arranjo descrito 

primeiramente para lectina de ConA e para a lectina do amendoim (PNA, do inglês peanut 

agglutinin) que consiste em uma extensa folha β composta por 12 fitas resultantes da associação 

de folhas traseiras de duas lectinas com 6 fitas cada (EDELMAN et al., 1972; HARDMAN e 

AINSWORTH, 1972, EINSPAHR et al., 1986) (Figura 1 A). Essa associação compreende 
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moléculas de água que conectam esses monômeros e já foi observado que mutações pontuais 

nas cadeias de aminoácidos envolvidas nessa interação podem mudar o arranjo das moléculas 

de água entre elas (LORIS et al., 1998). Outras lectinas de leguminosas apresentam dímeros 

que interagem de forma diferente do dímero canônico. Um exemplo é a lectina de Erythrina 

corallodendron (Figura 2 B), que supostamente não forma o dímero canônico devido 

impedimento estérico gerado por um carboidrato ligado covalentemente no resíduo Asn17 

(SHAANAN et al., 1991). Outro exemplo é a lectina de lectina IV de Griffonia simplicifolia 

(GS-IV) (Figura 2 C), na qual acredita-se que a presença do aminoácido carregado Glu58 na 

zona de interação previna a formação do dímero canônico devido repulsão eletrostática 

(DELBAERE et al., 1993). 
 

Figura 2 – Tipos de arranjos quaternários assumidos pelas hololectinas de leguminosas. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. Adaptado de LORIS et al., 1998 

 

Além dessas interações diméricas, algumas lectinas também são capazes de formar 

tetrâmeros em solução. O arranjo e comportamento dessas formações são variáveis dentre as 

lectinas de leguminosas. A lectina ConA, por exemplo, mostrou ser predominantemente 

tetramérica em pH maior que 7 e predominantemente dimérica em pH menor que 5 

(MCCUBBIN & KAY, 1971). Estruturas cristalográficas da ConA e da ConBr revelaram que o 

tipo de tetrâmero formado por essas proteínas pode sofrer rotação entre seus dímeros (Figura 2 

D) e, portanto, supõe-se que esse arranjo apresente comportamento dinâmico em solução 
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(NAISMITH et al., 1993; LORIS et al., 1996; KANELLOPOULOS et al., 1996; SANZ-

APARICIO et al., 1997). Outro arranjo bastante distinto é encontrado na lectina PNA do 

amendoim (Arachis hypogaea), onde há formação de um dímero canônico que interage com 

outro dímero formado pela interação de loops laterais (Figura 2 E). 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). Mais uma forma 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 (Figura 2 F) (DESSEN et al., 1995; 

HAMELRYCK et al., 1996), onde não foi verificada dependência de pH. Esse tipo de tetrâmero 

foi suposto por Loris e colaboradores (1998), como sendo o padrão para lectinas de 

leguminosas, por ter sido encontrado com mais frequência do que os formados por ConA e por 

PNA. 

Além dos conhecidos sítios de reconhecimento a carboidratos, outros tetrâmeros de 

estrutura conhecida também possuem sítios de ligação a moléculas hidrofóbicas (YANG et al., 

1974; EDELMAN & WANG, 1978; ROBERTS & GOLDSTEIN, 1983; HAMELRYCK et al., 

1999). Ainda são poucos os relatos desses sítios em lectinas, mas normalmente eles estão 

presentes em proporção de um ou dois para cada tetrâmero (ROBERTS & GOLDSTEIN, 1983; 

GEGG et al., 1992), sendo alguns deles capazes de estabelecer ligações com hormônios 

vegetais derivados de adenina (PATHAK et al., 2006; GEGG et al., 1992; MALIARIK et al., 

1989). 
 

1.3 Tribo Dalbergieae 

A família das leguminosas está dividida em três principais subfamílias, sendo elas 

Papilionoideae, Cesalpinoideae e Mimosoideae. Dentre elas, a que contém o maior número de 

lectinas conhecidas é a Papilionoideae, que também é a maior dessas três subfamílias. Nela se 

distribuem 476 gêneros que contêm 13.860 espécies conhecidas, incluindo a maioria das 

culturas conhecidas de forragens e de alimentos, bem como espécies utilizadas como modelos 

genéticos (GEPTS et al., 2005). 

No artigo publicado por Calvete e colaboradores em 1998, o autor propõe a relação 

filogenética entre as tribos da subfamília Papilionoideae (Figura 3), revelando a posição das 

Dalbergieae como grupo basal na origem evolutiva. Essa tribo compreende cerca de 49 gêneros 

e 1324 espécies (LEWIS et al., 2005), das as quais já foram isoladas 16 lectinas. 

Além dessa proposta, o autor também propõe que as lectinas pertencentes à tribo 
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Dalbergieae possuem características peculiares em se tratando de seu processamento pós-

traducional. O que foi proposto é que, no processamento pós-traducional da lectina de Vatairea 

macrocarpa (VML), a cadeia α sofre uma clivagem pelo rompimento da ponte entre Asn114 e 

Lys115. Essa clivagem depende do sítio de glicosilação em Asn111. Após clivada, a cadeia dá 

origem aos fragmentos γ, com N-terminal deglicosilado e β, com C-terminal glicosilado. 

Segundo o autor, o fragmento β pode ainda sofrer ainda uma deglicosilação no resíduo Asn183 

seguido de processamento N- e C-terminal, gerando isoformas. Quando em solução, esses 

fragmentos interagem entre si por ligações não covalentes assim manifestam a estrutura 

tridimensional idêntica à da cadeia alfa (CALVETE et al., 1998). 

A presença de isoformas nas lectinas da tribo Dalbergieae é comum (ARARIPE et 

al., 2017, AGRAWAL et al., 2010) e já foi confirmado que muitas outras lectinas dessa tribo 

são glicosiladas (ALMEIDA et al., 2016, ARARIPE et al., 2017, NASCIMENTO et al., 2015). 

Outro efeito que demonstra a presença desse processamento pós traducional é que, quando essas 

lectinas são submetidas a eletroforese em condição desnaturante, observa-se a presença de 

diversas bandas no gel (SINGH & DAS, 1994). O mesmo não se observa quando essas lectinas 

correm a eletroforese em condição nativa ou quando são submetidas a cromatografias de 

exclusão molecular (PEREIRA-JÚNIOR et al., 2012, ARARIPE et al., 2017), o que indica que 

os fragmentos gerados pelo processamento estão unidos por interações não covalentes. 
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Figura 3 – Suposta relação filogenética entre as tribos da subfamília Papilionoideae. Tribos 
contendo lectinas de duas cadeias estão sublinhadas. * Indica tribo contendo lectinas que sofrem 
processamento de permutação circular. 

 

Fonte: Calvette et al., 1998 

As lectinas já isoladas da tribo Dalbergieae estão listadas na tabela 1. Essas 

proteínas são bem menos estudadas que as da tribo Phaseoleae. Dentre todas essas lectinas, as 

mais caracterizadas são as GalNAc/Gal específicas de Arachis hypogaea e de Vatairea 

macrocarpa e a Man/Glc específica de Pterocarpus angolensis. Algumas atividades biológicas 

também são descritas para a lectina de Platypodium elegans, que apresentou atividade fungicida 

(BENEVIDES., 2012), proinflamatória (ARARIPE et al., 2017), hipernociceptiva (CAVADA 

et al., 2017), sendo a primeira das Dalbergieae a apresentar esse efeito dependente do CRD 

(domínio de ligação a carboidratos; do inglês carbohydrate binding domain), e capaz de 

capturar glicoproteínas em solução. 
 

Tabela 1 – Lectinas já isoladas pertencentes à tribo Dalbergieae 

Espécie Abreviação Especificidade Referência 

Andira fraxinifolia --//-- Glc/Man RANGEL et al., 2009 

Andira pisonis --//-- Glc/Man LOSSIO et al., 2014 

Andira surinamensis --//-- Glc/Man NOBRE, 2012 
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Andira anthelmia AAL Glc/Man NASCIMENTO et al., 2015 

Arachis hypogaea PNA Gal/GalNAc LOTAN et al., 1975 

Arachis hypogaea SL-2 Lac/Celobiose SINGH e DAS, 1994 

Arachis hypogaea SL-1 αMM SINGH e DAS, 1994 

Centrolobium microchaete CML Glc/Man VASCONCELOS, 2015 

Centrolobium tomentosum CTL Glc/Man ALMEIDA et al., 2015 

Lonchocarpus araripensis LAL Glc/GlcNAc PIRES et al., 2008 

Lonchocarpus capassa --//-- Gal/GalNAc JOUBERT et al., 1986 

Lonchocarpus sericeus LSL Glc/GlcNAc ALENCAR et al., 1999 

Machaerium acutifolium MAL Glc/GlcNAc BEZERRA et al., 2003 

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

Platypodium elegans PELa Glc/Man BENEVIDES, 2012 

Pterocarpus angolensis PAL Glc/Man LORIS et al., 2003 

Pterocarpus rotundifolius --//-- Glc/Man MARONDEDZE et al., 2004 

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

Vatairea macrocarpa VML Gal/GalNAc CAVADA et al., 1998 

Adaptado de Martins, 2017 

 

A lectina de Lonchocarpus sericeus também já possui atividade biológica publicada 

na literatura. O artigo publicado por Napimoga e colaboradores (2007) revela que essa proteína 

foi capaz de atenuar os processos de migração de leucócitos para o endotélio, de transmigração 

de leucócitos e da hipernocicepção causada pela injeção de um estímulo inflamatório. Segundo 

Pires e colaboradores (2008), a lectina de Lonchocarpus araripensis (LAL) possui ação anti-

inflamatória sobre o edema de pata induzido por carragenina, porém é desprovida de ação pró-

inflamatória quando injetada localmente. Essa mesma proteína também demonstrou atenuar a 

inflamação aguda celular em ratos (PIRES et al., 2016). 

A primeira lectina dessa tribo que demonstrou atividade vasorelaxante foi a de 

Vatairea guianensis (SILVA et al., 2012). Antes dela, esse tipo de atividade só havia sido 

relatada para lectinas da tribo de Diocleinae (ASSREUY et al., 2009; NOBREGA et al., 2012). 

Essa atividade foi revertida pela adição do açúcar específico de VGL, o que indica que essa 

atividade está relacionada com uma ação do CRD da proteína. O efeito também foi revertido 

pela adição de L-NAME, uma molécula inibidora da enzima óxido nítrico sintase (SILVA et al., 

2012). Já em ensaios edematogênicos, essa mesma lectina demonstrou agir de forma 
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independente do óxido nítrico, pois a adição de L-NAME não foi capaz de inibir a formação do 

edema (MARQUES et al., 2017). Uma hipótese que poderia explicar esse efeito é a expressão 

de diferentes isoformas da enzima óxido nítrico sintase nos vasos não inflamados e nos tecidos 

da pata inflamada (SALVEMINI et al., 1996). 

Outra lectina da tribo Dalbergieae que apresentou atividade edematogênica foi a da 

espécie Centrolobium tomentosum (ALMEIDA et al., 2016). Os resultados obtidos também 

revelaram que o efeito edematogênico de CTL foi inibido pela adição de seu açúcar específico. 

O efeito elicitado pela CTL demonstrou maior intensidade no intervalo de 2 a 4 horas, com pico 

máximo em 2 horas após injeção (ALMEIDA et al., 2016). Ambas as lectinas VML e CTL 

apresentaram atividades edematogênicas dependentes do CRD, apesar das suas especificidades 

diferentes (Tabela 1). 

A lectina de Andira anthelmia (AAL) apresentou efeito analgésico envolvendo o 

domínio de lectina por meio de mecanismos periféricos de nocicepção inflamatória 

(NASCIMENTO et al., 2015). 

Das proteínas citadas na tabela 1, apenas as lectinas PNA (BANERJEE et al., 1996), 

CTL (ALMEIDA et al., 2016), PELa (BENEVIDES et al., 2012; CAVADA et al., 2017), PAL 

(BANERJEE et al., 1996) e VML (SOUSA et al., 2015) possuem estruturas tridimensionais 

depositadas no banco de dados PDB (Protein Data Bank). Uma vez conhecida a estrutura dessas 

lectinas, é possível observar suas interações com seus carboidratos específicos, caracterizar o 

comportamento da proteína em resposta à solução, engenheirar e aprimorar a estrutura por 

mutação dirigida e realizar triagens virtuais. As possibilidades de aplicação desses dados 

estruturais são muito vastas e, portanto, a determinação de uma estrutura tridimensional é 

fundamental para caracterizar e investir em uma biomolécula. 

A lectina de Pterocarpus angolensis, PAL, já foi cristalizada com alguns ligantes 

diferentes e no PDB consta trinta estruturas diferentes depositadas para essa mesma proteína, o 

que a torna a proteína de Dalbergieae com mais estruturas depositadas. Seu sítio de ligação já 

foi caracterizado em complexo com α-metil-D-glicose, sacarose, turanose (LORIS et al., 2003), 

α-metil-D-manosídeo, dimanosídeos com ligações glicosídicas do tipo α1-2, α1-3, α1-4 e α1-6, 

trimanosídeo Man(α1-6)Man(α1-3)Man (LORIS et al., 2004) e com os glicanos ricos em 

manose MAN6, MAN7D1, MAN7D3, MAN-8D1D3 e MAN9 (GARCIA-PINO et al., 2007). 

Em outro artigo, a estrutura da PAL foi elucidada na presença do decassacarídeo complexo 

NA2F e com outros quatro oligossacarídeos que são fragmentos desse decassacarídeo (BUTS 

et al., 2006). Apesar dos minuciosos estudos estruturais realizados, essa lectina não possui 

atividade biológica caracterizada na literatura. 
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A lectina de Vatairea macrocarpa possui 6 estruturas depositadas no banco de dados 

de proteínas com seu domínio interagindo com os ligantes GalNAc, antígeno Tn e lactose. 

Dentre as atividades biológicas já relatadas para essa lectina, pode-se citar a indução de edema 

na pata de ratos após injeção intraplantar (ALENCAR et al., 2004). Seu pico de atividade 

aconteceu após 4 horas do momento de injeção, diferindo do ensaio promovido com a CTL. 

VML também foi capaz de induzir migração de neutrófilos e células mononucleares para 

cavidade peritoneal de ratos (ALENCAR et al., 2003). Nesse trabalho, propõe-se que essa 

lectina induz a migração de neutrófilos por uma via indireta mediada por mastócitos, pois a 

diminuição de células residentes do tecido peritoneal diminui significativamente a migração de 

células de defesa e porque a presença atenuada de macrófagos na área de injeção potencializou 

o efeito da lectina (ALENCAR et al., 2003). Os efeitos verificados demonstraram depender do 

CRD da lectina, uma vez que a injeção da proteína desnaturada não surtiu efeito e que a 

incubação prévia com galactose foi capaz de inibir parcialmente o recrutamento de neutrófilos 

(ALENCAR et al., 2003). Outras das aplicações de VML incluem a indução do efeito 

depressivo e a expressão de marcadores neuroinflamatórios em ratos (GONÇALVES et al., 

2013), o aumento da resistência vascular renal, da taxa de filtração glomerular e do fluxo 

urinário (MARTINS et al., 2005). Essa lectina também demonstrou especificidade ao antígeno 

Tn, comumente encontrado em células cancerígenas (DAM et al., 2007). 

 

 

1.4 O Gênero Arachis 

O gênero Arachis pertence à tribo Dalbergieae e compreende um total de 69 

espécies, das quais a mais conhecida é a Arachis hypogaea, o amendoim. A atual produção 

mundial de amendoim por ano é de cerca de 46 milhões de toneladas, sendo a leguminosa mais 

produzida nos continentes Ásia e África (http://www.fao.org/faostat/en/#home) e a noz mais 

consumida dos Estados Unidos. O consumo dessa semente pode ser feito de forma crua, assada, 

cozida ou pelos seus derivados como óleo de amendoim, manteiga de amendoim e até 

amendoim em farinha, que pode servir como alternativa para confecção de pães sem glúten. 

Essa planta é endêmica da América do Sul e sua utilização na dieta data da época 

dos Incas, no Peru. A popularização do amendoim só começou durante a guerra civil dos 

Estados Unidos durante a década de 60. A invenção da manteiga de amendoim surgiu na década 

de 90 e foi inventada por um médico de Saint Louis como uma reposição proteica para pessoas 

com problemas dentários. Outras formas de comer amendoim surgiram do agrônomo George 

Washington Carver, que lançou um livro intitulado “Como cultivar o amendoim e 105 maneiras 
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de prepará-lo para o consumo humano” (ARYA et al., 2016). 

Já foi relatado que esse alimento contém diversos compostos bioativos preventivos 

para doenças no coração e outros promovedores da longevidade (ARYA et al., 2016), além de 

conter todos os 20 aminoácidos. Recentemente, foi revelado que o amendoim é excelente fonte 

de compostos como resveratrol, ácidos fenólicos, flavonóides e fitoesteróis que bloqueiam a 

absorção de colesterol da dieta. Também já foi comprovado que seu consumo a longo prazo 

diminui o risco de obesidade (SABATE & ANG, 2009). 

Apesar de todos esses benefícios que o amendoim proporciona à saúde humana 

quando acrescentado nas dietas, o amendoim também é um substrato propício para fungos que 

podem produzir aflatoxinas, cuja toxicidade representa uma ameaça séria à saúde (NJAPAU et 

al. 1998; BHAT & VASHANTI 1999). 

Esse problema ameaça a produção do amendoim e, portanto, se tem interesse de 

obter o genoma da Arachis hypogaea como uma fonte para pesquisar possíveis melhoramentos 

genéticos que possam aumentar a resistência dessa espécie contra fungos e outras pragas. 

Porém, a A. hypogaea é uma espécie tetraploide e seu genoma possui cerca de 64% de 

sequências repetidas (DHILLON et al., 1980), o que dificulta muito o sequenciamento do seu 

genoma. A fim de fornecer uma maneira alternativa para melhor entender o genoma do 

amendoim comercial, um estudo recente objetivou sequenciar o genoma (BERTIOLI et al., 

2016) de dois espécimes intimamente relacionados, Arachis duranensis e Arachis ipaensis 

(NIELEN et al., 2012). 

A espécie A. hypogaea tem genoma constituído de quatro conjuntos de 

cromossomos, sendo eles dois conjuntos de cromossomos A e dois conjuntos de cromossomos 

B. Alguns estudos realizados indicam que A. duranensis e A. ipaensis correspondem aos 

doadores desses dois subgenomas do amendoim (KOCHERT et al., 1996, MORETZSOHN et 

al., 2013, RAMOS et al., 2006, GRABIELE et al., 2012). Os tamanhos dos genomas de cada 

uma dessas três espécies também estão de acordo com o que já foi suposto, pois o tamanho do 

genoma de A. hypogaea de aproximadamente 2,7 Gb corresponde à soma dos 1,25 Gb de DNA 

de A. duranensis com os 1,56 Gb de DNA de A. ipaensis (SAMOLUK et al., 2015).  

 

1.5 Lectinas de Arachis hypogaea 

Do amendoim já foram isoladas três lectinas: PNA, SL-1 e SL-2. A mais conhecida 

delas é a PNA, extraída das sementes da planta, que possui especificidade a galactose. Essa 

lectina é conhecida pelas suas atividades antitumorais, sendo capaz de induzir apoptose e 

autofagia em células cancerosas por uma ligação seletiva ao antígeno T presente nessas células 
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(MUKHOPADHYAY et al., 2014). 

O banco de dados de proteínas contém 23 estruturas depositadas e a mais antiga 

delas data de 1986 (EINSPAH et al., 1986). Os dados estruturais obtidos até então revelaram 

que essa lectina não possui glicosilação, o que pode ser indício de que ela não passe pelo mesmo 

processamento pós traducional que a maioria das Dalbergieae passam.  

Diversas aplicações biotecnológicas já foram relatadas para PNA na literatura como 

sua utilização para promover separação de células imunoincompetentes do timócito através da 

seletividade da lectina (REISNER et al., 1976), para fazer sinergia com anticorpos na detecção 

de um biomarcador do câncer de mama (PARK et al., 2013), para inibir a proliferação de células 

de câncer colorretal in vitro (LOREA et al., 1997) e para inibir a proliferação de células de 

melanoma in vitro (KISS et al., 1997). 

As lectinas SL-1 e SL-2, diferentemente da PNA, foram extraídas das hastes da 

Arachis hypogaea e elas possuem especificidade a αMM e a Lac/Celobiose, respectivamente 

(SINGH & DAS, 1994). Elas foram purificadas através dos géis cromatográficos Sephadex G-

50 (SL-1) e de goma de guar (SL-2), sendo retiradas das matrizes com soluções de glicose 0,2 

M (SL-1) e de galactose 0,2 M (SL-2). O teste de quantificação de carboidratos revelou que 

essas proteínas são glicosiladas e contêm 10% e 40% de açúcares neutros em suas composições, 

respectivamente. A eletroforese em condição desnaturante apresentou diversas bandas para cada 

uma dessas proteínas, mas quando o teste foi feito em condições nativas, ambas apresentaram 

uma única banda (SINGH & DAS, 1994), o que pode indicar que essas lectinas passam por um 

processamento pós traducional semelhante ao da lectina de VML (CALVETE et al., 1998). 

Até hoje, cientistas já sequenciaram, caracterizaram e obtiveram a estrutura de uma 

das isoformas da SL-1 por modelagem molecular (AGRAWAL et al., 2010). Um outro estudo 

realizado com essa mesma lectina relata sua expressão em Escherichia coli, sua purificação, 

seu sequenciamento, sua estrutura tridimensional através da técnica de modelagem comparativa 

e uma atividade antagonista a citocinina promovida pelo sítio de ligação hidrofóbico presente 

na SL-1 (PATHAK et al., 2006). A suposição da presença do sítio de ligação hidrofóbico nessa 

lectina foi decorrente da observação do resultado da modelagem molecular e da sua comparação 

com as lectinas PHA-E e LBL.  A SL-1 nesse trabalho não apresentou glicosilação já que o 

aparato molecular da E. coli não permite esse tipo de modificação. 

Embora o estudo realizado por Singh e Das (1994) tenha relatado que a SL-2 foi 

inibida fortemente pelo antígeno T Galβ1→3GalNAc, não foram feitos outros estudos com essa 

lectina. Seu potencial de ligação com esse antígeno pode ser um indício de que essa lectina 

possa ser aplicada como ferramenta biotecnológica de forma semelhante à PNA. 
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1.6 Bioinformática 

Com o advento de novas tecnologias de sequenciamento, muitas espécies tiveram 

seus genomas sequenciados, possibilitando o conhecimento de muitas proteínas antes mesmo 

delas terem sido purificadas. A obtenção de estruturas proteicas ainda hoje depende muito da 

cristalografia de raios-X, técnica que, embora muito eficiente, possui certas desvantagens como 

depender da proteína em alto grau de pureza, ter seu processo dificultado caso haja grupos com 

alto grau de liberdade (loops ou glicosilações extensas) e depender de técnicas de cristalização 

que são afetadas por diversos fatores. 

  

1.5.1 Modelagem molecular 

Hoje, com muitas proteínas depositadas no banco de dados, com a disponibilidade 

de computadores de alto poder de processamento e de linguagens de programação, pode-se 

obter estruturas tridimensionais de proteínas através do desenvolvimento de diferentes 

algoritmos. Muitos algoritmos já foram desenvolvidos com esse propósito, mas o método 

disponível que apresenta maior precisão é o de modelagem por homologia ou modelagem 

comparativa (KOEHL et al., 1999), que requer a utilização de uma proteína molde cuja 

sequência de aminoácidos possua no mínimo 25% de homologia com proteína a ser modelada. 

Embora o dado gerado seja apenas teórico, já é comprovado que a modelagem comparativa é 

capaz de gerar estruturas com uma acurácia comparável a estruturas experimentais de baixa 

resolução (MARTÍ-RENOM et al., 2000). Essa característica faz da modelagem molecular uma 

boa ferramenta para análise de estrutura geral, identificação e caracterização de sítios de ligação 

e para o planejamento de futuros experimentos (FISER & SALI, 2003). 

A eficiência dessa técnica se deve ao fato de que as estruturas terciárias das 

proteínas são muitas vezes mais conservadas do que suas próprias sequências (LESK et al., 

1980). Um exemplo disso são as próprias lectinas de leguminosas que mesmo com mudanças 

em diversos aminoácidos, apresentam o mesmo motivo jellyroll e um arranjo semelhante de 

loops. Outro fato que faz essa técnica uma ferramenta potencial para estudos estruturais é o 

desenvolvimento da biologia estrutural desde a publicação da primeira estrutura proteica de alta 

resolução em 1958 por John Kendrew e Max Perutz. Hoje, o banco de dados de proteínas já 

contém um total de 125.511 estruturas depositadas 

(https://www.rcsb.org/pdb/statistics/holdings.do; acessado novembro de 2017), sendo a grande 

maioria delas obtidas pela técnica de cristalografia de raios-X. O número de proteínas 
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depositadas por ano vem se mostrando aproximadamente constante a 5 anos e pode ser 

observada na Figura 4. 

Figura 4 – Crescimento anual e total de estruturas depositadas no PDB (Protein Data Bank). 
Em vermelho: total de proteínas depositadas. Em azul: proteínas depositadas no ano 

Fonte: https://www.rcsb.org/pdb/statistics/contentGrowthChart.do?content=total&seqid=100 
acessado em novembro de 2017. 

Essa grande disponibilidade de estruturas de proteínas permitiu que uma sequência 

proteica deduzida de forma aleatória dentro de um genoma tivesse 20 a 65% de chance de estar 

relacionada com outras estruturas depositadas dentro do banco de dados, dependendo do 

genoma do qual a sequência foi obtida (SANCHEZ et al., 2000, JENNINGS et al., 2001). 

Assim, com o crescimento constante de proteínas depositadas, a metodologia de modelagem 

molecular por homologia poderá ser utilizada no futuro para a grande maioria das proteínas. 

A aplicação dessa técnica usualmente se dá a partir dos seguintes passos: 

identificação de estruturas semelhantes, seleção de modelos moleculares, alinhamento de 

sequência com a estrutura modelo, construção da proteína em estudo utilizando informações da 

estrutura modelo e validação da estrutura (FISER & SALI, 2003). Afim de se obter uma 
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estrutura com bons parâmetros de validação, é importante que a estrutura que servirá como 

modelo tenha boa resolução e um bom fator Rfree (medida entre as amplitudes dos fatores 

estruturais da proteína gerada em comparação com os fatores calculados para os dados originais 

de difração; evita processos de super refinamento, onde a estrutura cristalográfica obtida não 

condiz com os dados experimentais). Por isso, se a estrutura modelo tiver diferentes conjuntos 

depositados, é preferível que o pesquisador escolha aquela de maior resolução. 

Uma vez que a proteína modelo esteja escolhida, diversos métodos podem ser 

utilizados para gerar a estrutura da proteína que se quer modelar por homologia. Uma delas é a 

montagem de corpo rígido (BROWNE et al., 1969; GREER, 1981, BLUNDELL et al., 1987), 

que constrói um modelo a partir de poucas regiões centrais e também de loops e cadeias laterais, 

que são obtidas pela pesquisa de estruturas relacionadas. Outro método é a modelagem por 

correspondência de segmentos (JONES & THIRUP 1986; UNGER et al., 1989; CLAESSENS 

et al., 1989, LEVITT, 1992), que se baseia nas posições aproximadas dos átomos conservados 

com os moldes para calcular as coordenadas dos outros átomos. A terceira forma de modelagem 

por homologia é a utilizada pelo programa MODELLER (FISER & SALI, 2003), a qual modela 

cumprindo restrições espaciais utilizando geometrias de distância ou técnicas de otimização 

para satisfazer as restrições obtidas do alinhamento da sequência alvo com a estrutura molde 

(GREER, 1981; HAVEL & SNOW, 1991; SRINIVASAN et al., 2008; BROCKLEHURST & 

PERHAM, 2008; ASZODI & TAYLOR, 1996). 

A ferramenta MODELLER extrai as restrições espaciais de duas fontes. 

Primeiramente, as restrições de distâncias e ângulos diedros da proteína molde são extraídas e 

aplicadas na sequência alvo correlacionando com o alinhamento. Em seguida, as restrições 

estereoquímicas, tais como o comprimento das ligações e as preferências dos ângulos de 

ligação, são obtidas a partir do campo de força de mecânica molecular CHARMM-22 

(MACKERELL et al., 1998), e as preferências estatísticas dos ângulos diédricos e as distâncias 

atômicas não ligadas são obtidas a partir de um conjunto representativo de todas as estruturas 

proteicas conhecidas. O modelo é então calculado por um método de otimização com base em 

gradientes conjugados e em dinâmica molecular, o que minimiza as violações das restrições 

espaciais (FISER & SALI, 2003). 

Contudo, a presença de loops ou inserções dentro da cadeia a proteína exigem uma 

abordagem diferente das citadas acima e, portanto, existem duas abordagens diferentes para 

modelagem de loops. A primeira consiste em algoritmos ab initio, na qual a conformação do 

loop é predita por uma busca conformacional guiada por escores e funções de energia. Esse tipo 

de abordagem leva em conta as posições mais favoráveis termodinamicamente e esse método 
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pode explorar diferentes representações da proteína, em termos de funções energéticas e 

algoritmos de otimização e enumeração (PEARSON, 1996). O segundo, utilizado pelo 

MODELLER, consiste em uma abordagem que utiliza bancos de dados para encontrar um 

segmento de uma cadeia principal que se encaixe nas extremidades finais dos loops (FISER & 

SALI, 2003). Essa pesquisa é feita com proteínas de uma maneira geral, não obrigatoriamente 

homólogas à proteína alvo. Os segmentos que encaixam na região de loop são escolhidos com 

base em parâmetros geométricos e o melhor é então sobreposto e anelado com a sequência alvo. 

Por fim, esses segmentos são refinados otimização através de funções energéticas. Esse método 

foi posto em teste com um número de loops de estruturas conhecidas em ambientes nativos. 

Loops com 8 resíduos de aminoácidos possuíram 90% de chance de serem modelados com 

precisão. Já loops com 12 aminoácidos mostraram precisão em 30% dos casos (FISER & SALI, 

2003). 

Para validar as estruturas modeladas, o programa MODELLER utiliza 3 parâmetros 

de avaliação: molpdf, DOPE e GA341. O molpdf consiste na somatória de todas as restrições e 

por isso deve-se selecionar proteínas com o menor desse valor possível. Como o número de 

restrições de uma proteína depende do seu número de aminoácidos é de se esperar que proteínas 

maiores tenham maiores valores molpdf. O parâmetro DOPE é um potencial estatístico 

dependente de distâncias atômicas baseado somente em teorias de probabilidade, onde o 

modelo mais apropriado será aquele que obtiver menor escore. Já o escore GA341 utiliza a 

porcentagem da identidade entre as sequências. O cálculo desse parâmetro se dá através de uma 

combinação do Z-score calculado com uma função potencial estatística. 

Apesar do programa MODELLER já oferecer alguns parâmetros que podem ser 

utilizados para avaliar as proteínas em questão, outros parâmetros são necessários para 

confirmação da confiabilidade da estrutura. A ferramenta online Swiss Model Validation 

(http://swissmodel.expasy.org) (BIASINI et al., 2014) pode ser utilizada para reforçar a 

confiabilidade dos modelos moleculares gerados. Essa ferramenta utiliza alguns parâmetros de 

validação. Um deles é o QMEAN6 (BENKERT et al., 2008), sigla que significa Qualitative 

Model Energy ANalysis (Análise qualitativa da energia do modelo), juntamente com o número 

6 pois essa análise qualitativa considerará 6 parâmetros. São eles: energia interação dos 

carbonos β, somatório energético de todos os átomos, energia de solvatação, energia dos 

ângulos de torção, concordância com a estrutura secundária e acessibilidade dos solventes. Esse 

parâmetro não é dependente do tamanho da proteína, pois os parâmetros dependentes do 

tamanho da proteína são normalizados pelo somatório energético de todos os átomos e pela 

energia de interação dos carbonos β. Esse parâmetro foi então incorporado a um Z-score que 
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faz a comparação do modelo a ser avaliado com a média de outras estruturas existentes no banco 

de dados. O cálculo desse parâmetro é feito pela subtração do QMEAN normalizado e dividindo 

pelo desvio padrão da distribuição observada. Em uma analogia, cada um dos seis parâmetros 

do QMEAN também dá origem a um Z-score (BENKERT et al., 2011), sendo todos eles 

padronizados para que os maiores valores de Z-score indiquem os melhores modelos. Outro 

parâmetro contido na ferramenta Swiss Validation é o PROCHECK (LASKOWSKI et al., 

1993), que faz a avaliação estereoquímica da proteína e gera um gráfico detalhado sobre cada 

resíduo, incluindo a porcentagem deles em cada posição do gráfico de Ramachandran: regiões 

permitidas, adicionalmente permitidas, generosamente permitidas e proibidas. Outro parâmetro 

conhecido na avaliação de modelos moleculares é o Verify3D (LUTHY et al., 1992), que testa 

o quão adequada uma proteína está pela compatibilidade da sua própria sequência com a 

estrutura, medida por um perfil tridimensional. 

Ao avaliar a estrutura modelada da proteína, pode-se prever algumas de suas 

características e prever o seu comportamento, possibilitando a pesquisa de novas aplicações 

através das técnicas de docking e de dinâmica molecular. Apesar de suas limitações, o docking 

é uma ferramenta poderosa para a descoberta de novos ligantes e revelará se tais moléculas 

podem se ligar experimentalmente à proteína alvo (CHEN, 2015). Para realizar uma análise 

aprofundada, simulações de dinâmica molecular podem ser executadas para avaliar a 

estabilidade das interações, considerando a mudança conformacional do sitio de ligação ao 

longo da simulação (ADCOCK & MCCAMMON, 2006), o que pode dar ainda mais 

credibilidade ao dado teórico obtido. 

  

1.5.2 Docking Molecular 

Docking ou atracamento molecular é uma técnica que tem como objetivo dar uma 

predição do complexo ligante-receptor através de métodos computacionais. Os passos gerais 

para realização desse processo são: amostragem das conformações do ligante no sítio ativo da 

proteína e avaliação dessas conformações por funções que fornecem um escore. O ideal é que 

esse primeiro passo gere o máximo possível de conformações do ligante dentro do sítio ativo 

da proteína e que as funções de escore selecionem a conformação mais semelhante ao que seria 

observado experimentalmente. Para isso, diversas abordagens são utilizadas para cada um 

desses quesitos, sempre equilibrando os contrapontos de confiabilidade e custo computacional. 

Na bioquímica se conhece duas formas de se representar uma interação. A primeira 

é o modelo chave-fechadura proposto por Fischer, no qual o ligante se encaixa perfeitamente 

dentro da proteína, de forma similar ao que acontece quando se insere uma chave dentro de uma 
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fechadura, sem que ocorram quaisquer mudanças nas conformações. Porém, esse modelo não 

é tão adequado e hoje se sabe que o modelo que mais se aproxima da realidade é o de ajuste 

induzido proposto por Koshland, onde a presença de um ligante exerce influência nas cadeias 

de aminoácidos da proteína e altera, mesmo que de forma sutil, o comportamento da proteína. 

Esses modelos são úteis para que se compreenda a forma com que alguns algoritmos 

calculam a interação proteína-ligante. Quanto menor os graus de liberdade (possibilidade de 

movimentos das moléculas) dentro do sistema, mais simples será o cálculo do docking e 

consequentemente os resultados serão obtidos de forma mais rápida. Por outro lado, restringir 

a movimentação do sistema distancia o resultado obtido do que seria observado em condições 

experimentais. Para fazer o balanceamento entre esses dois contrapontos, existem diferentes 

algoritmos de docking que testam o acoplamento de um ligante rígido em um receptor rígido, 

um ligante flexível em um receptor rígido, um ligante flexível em um receptor parcialmente 

flexível (movimentando apenas a parte da molécula envolvida na interação) ou um ligante 

flexível com um receptor totalmente flexível. 

Os algoritmos utilizados para fazer a amostragem dos possíveis encaixes dos 

ligantes dentro do sítio ativo das proteínas são os seguintes (MENG et al., 2011): 

 Algoritmos de Correspondência (BRINT & WILLET, 1987; FISCHER et al., 1993; 

NOREL et al., 1994): 

Se baseia no mapeamento do ligante no sítio ativo considerando formatos e informações 

químicas. Nesse algoritmo, a proteína e o ligante são representados como farmacóforos, um 

conjunto de descritores que incluem ligações hidrofóbicas, de hidrogênio e pontos de interações 

eletrostáticas, definidas por átomos e pontos virtuais (ROY et al., 2015). As distâncias entre os 

farmacóforos da proteína e do ligante são medidas e calculadas para ligar com átomos 

correspondentes. A amostragem é então feita através da variação da distância entre os 

farmacóforos. 

 Construção Incremental (RAREY et al., 1996; DESJARLAIS et al., 1986; KUNTZ & 

LEACH, 1992): 

Esse método encaixa o ligante dentro do sítio ativo de forma fragmentada e incremental. 

Primeiro, o ligante é fragmentado em diversas partes e o fragmento maior, ou de maior 

importância funcional, é encaixado no sítio ativo, servindo como uma âncora. Em seguida, os 

outros fragmentos são adicionados de forma incremental. As diferentes amostragens são feitas 

através de diferentes orientações geradas para cada fragmento, sem mudar a estrutura do ligante 

em si. 

 LUDI (BOHM et al., 1992): 
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Foca nas interações de hidrogênio e nas interações hidrofóbicas estabelecidas entre a proteína 

e o ligante. Seu conceito central é constituído por posições espaciais discretas adequadas para 

formar pontes de hidrogênio ou para preencher sítios hidrofóbicos. 

 Monte Carlo (GOODSELL et al., 1993; HART & READ, 1992): 

Esse método gera posições do ligante através da flexibilização de ligações, pela translação do 

corpo rígido ou pela sua rotação. As conformações geradas são testadas por um critério de 

seleção baseado na energia de interação. Se a conformação passar no critério, ela será salva e 

modificada para gerar as próximas conformações. As interações continuam a ser testadas até 

que seja atingido o número de iterações escolhido pelo pesquisador. 

 Algoritmos genéticos (MORRIS et al., 1998; JONES et al., 1997; OSHIRO et al., 

1995): 

Outro método estocástico, esse método tem esse nome pois se baseia na teoria da evolução 

criada por Darwin. Nesse método, os graus de liberdade do ligante ficam codificados como 

cadeias binárias chamadas genes. Esses genes compõem um “cromossomo”, que representa a 

posição do ligante. As variações de conformação acontecem por duas ações chamadas 

mutações, que acarreta mudanças nos genes, e crossovers, que promovem a troca de genes entre 

dois cromossomos. Essas ações promovem a amostragem do ligante em diversas conformações 

que são avaliadas por uma função de escore. No final de uma geração, as conformações que 

possuem estruturas viáveis sobrevivem e são utilizadas nas próximas gerações. 

 Otimização colônia de formigas (KORB et al., 2009) (ACO, do ingês Ant Colony 

Otimization): 

Essa metodologia é uma classe de técnicas algorítmicas inspiradas pelo comportamento de 

formigas fora do formigueiro, onde são capazes de encontrar o caminho mais curto entre seus 

abrigos e seus alimentos (JIANG & KIM, 1991; CLAUSSEN et al., 2001). Componentes 

cruciais para essa eficiência das formigas são as trilhas de ferormônios deixadas por elas quando 

saem do formigueiro e seu comportamento de seguir essa trilha. Sempre que uma formiga 

precisa escolher entre vários caminhos possíveis, há maior probabilidade de que ela siga pelo 

caminho com maior concentração de ferormônios.  

Os logaritmos ACO utilizam de ferormônios artificiais para simular esse efeito. Esses 

ferormônios artificiais são representados por valores numéricos que são associados à cada 

possível componente de solução. Já as “formigas” são processos randomizados que geram uma 

nova solução candidata a partir de um mecanismo construtivo. O algoritmo PLANTS utilizado 

nesse trabalho utiliza essa forma de amostragem (KORB et al., 2009). 
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 Dinâmica molecular (CORNELL et al., 1995; WEINER et al., 1984; BROOKS et al., 

1983): 

Essa ferramenta pode ser utilizada para se obter resultados de docking molecular com 

representação proteína flexível e ligante flexível, sendo a ferramenta que representa essa relação 

de forma mais fidedigna quando comparada com outros algoritmos. A dinâmica molecular pode 

ser muito eficiente quando se quer fazer pequenas mudanças em um ligante para obtenção de 

um resultado otimizado. Porém essa metodologia não é adequada para se procurar diversos 

ligantes, pois a mudança energética ocasionada pelo teste de diversas conformações do ligante 

seria muito grande, o que não é suportado pela dinâmica. 

 

Com objetivo de avaliar as melhores conformações dos ligantes dentro do sítio de 

ligação da proteína, é necessário que seja atribuído um valor indicador da confiabilidade de 

cada amostragem. As metodologias utilizadas são as seguintes: 

 Funções baseadas em campos de força (KOLLMAN, 1993; AQVIST et al., 2002; 

CARLSON & JORGENSEN, 1995): 

Avaliam a energia de ligação através do somatório de interações hidrofóbicas, descritas pela 

função potencial de Lennard-Jones, e eletrostáticas, calculadas pelas formulações de Coulomb. 

Uma desvantagem desse processo é o tempo longo de processamento. 

 Funções de escore empíricas (BOHM, 1998; GEHLHAAR et al, 1995; VERKHIVKER 

et al., 2000; HEAD et al., 1996): 

Nessa metodologia, a energia de ligação se decompõe em diversos parâmetros de energia, tais 

como pontes de hidrogênio, interações iônicas, hidrofóbicas e entropia de ligação. Cada um 

desses componentes é multiplicado por um coeficiente e o escore é obtido pelo somatório dessa 

equação. Cada programa possui coeficientes diferentes para fazer o somatório desses 

parâmetros. O algoritmo PLP utilizado neste trabalho utiliza essa forma de obtenção de score 

(GEHLHAAR et al, 1995, VERKHIVKER et al., 2000, GEHLHAAR et al., 1995). 

 Funções baseadas no conhecimento (ISHCHENKO & SHAKHNOVICH, 2002; 

FEHER et al., 2003): 

Utiliza a análise estatística de estruturas cristalográficas de complexos ligante-proteína para 

obter as frequências de contatos interatômicos e/ou distâncias entre o ligante e a proteína. Esse 

tipo de escore está baseado no pressuposto de que quanto mais favorável for uma interação, 

maior será sua frequência de ocorrência. Uma vantagem dessa abordagem é que ela possibilita 

a avaliação de interações que são observadas, mas que ainda não são bem compreendidas. 
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 Escore consenso (CHARIFSON et al., 1999): 

Estratégia recente que combina diversos escores diferentes para avaliar os resultados do docking 

molecular. Essa abordagem é interessante pois se algum ligante apresenta escores aceitáveis por 

diferentes formas de avaliação, é mais provável que ele também se ligue durante o ensaio 

experimental. Já foi relatado que avaliação da ligação por esse tipo de escore foi capaz de 

aumentar significativamente o número de acertos em screens virtuais (CLARK et al., 2002). 

 

 

1.5.3 Dinâmica Molecular em GROMACS 

A dinâmica molecular é uma técnica que consiste na simulação de átomos esféricos 

conectados por ligações químicas, onde forças internas experimentadas pelo modelo estrutural 

estão descritas por funções matemáticas. Utilizando essas leis de comportamento, a dinâmica 

executa a movimentação do sistema cumprindo com as equações do movimento descritas por 

Newton, permitindo movimentação estrutural durante o tempo (ADCOCK et al., 2006). 

Para que a dinâmica possa ocorrer é necessário que se tenha um campo de força que 

descreva o comportamento dos átomos e das ligações das moléculas que serão utilizadas na 

simulação. Os campos de força são construídos a partir de dois componentes, sendo um deles 

um conjunto de equações (também chamadas funções potenciais) utilizado para gerar as 

energias potenciais e suas derivadas, as forças (ABRAHAM et al., 2016). O segundo 

componente é o conjunto de parâmetros utilizados pelas equações. Dependendo do campo de 

força escolhido, o sistema poderá ser tratado com a representação de átomos unidos (united-

atom) ou poderá ter todos seus átomos considerados (all-atom), bem como terá uma limitação 

para as moléculas colocadas no sistema. Apenas moléculas cujo comportamento está descrito 

no campo de força podem ser utilizadas na simulação (ABRAHAM et al., 2016). 

Outro componente importante para execução da dinâmica são os arquivos de 

topologia. Esses arquivos são responsáveis por informar ao GROMACS as combinações de 

átomos sobre os quais as funções potenciais devem agir. Já as funções potenciais são 

constituídas pelo potencial de ligação, angular, de torção, Coulombico (eletrostática) e de 

Lennard-Jones (Van de Waals) (ABRAHAM et al., 2016). Além de se caracterizar as forças do 

sistema, é necessário que seja aplicado um algoritmo de restrição que delimite os tamanhos das 

ligações. Para isso, pode-se aplicar o algoritmo LINear Constraint Solver (LINCS) (HESS et 

al., 1997). Para que ligações feitas por distâncias maiores também sejam consideradas, como 

as eletrostáticas, pode-se aplicar a função Particle-Mesh Ewald (PME). 

Antes de montar o sistema da dinâmica molecular é necessário que a proteína passe 



39 

 

 

antes por um processo de minimização energética. Esse processo evita que a proteína inicie a 

simulação com alta energia de empacotamento, o que geraria uma variação muito brusca no 

sistema. Essa minimização pode ser feita com dois tipos de algoritmos. O primeiro deles, 

steepest descent gradient, é utilizado para atenuar conflitos altamente não favoráveis. O 

algoritmo suspende quando o número de determinadas avaliações de energia é executado ou 

quando os valores absolutos de força (gradiente) chegam à energia determinada. O segundo 

método para minimização energética é o conjugate gradient que, embora seja mais lento do que 

o steepest descent nos primeiros estágios da minimização, se torna mais eficiente próximo ao 

fim do processo (ABRAHAM et al., 2016). 

Após a minimização, os passos de equilibração NVT e NPT são aplicados através 

do termostato Nose-Hoover para manter a temperatura constante (NOSE, 1984; HOOVER, 

1985) e do barostato Parrinelo-Rahman para manter o sistema isotrópico a na pressão desejada 

(PARRINELLO & RAHMAN, 1981). Esses algoritmos são importantes para se considerar um 

sistema biológico, visto que essas condições se encontram constantes nesses sistemas.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

O presente trabalho tem como objetivo obter as estruturas primárias e 

tridimensionais das lectinas de Arachis duranensis e Arachis ipaensis e analisar interação 

desses modelos com diferentes carboidratos. 

2.2 Objetivos específicos 

 Obter as sequências de nucleotídeos que codificam as lectinas de A. duranensis e A. 

ipaensis; 

 Obter a sequência de aminoácidos das proteínas maduras; 

 Obter as estruturas tridimensionais dessas proteínas por modelagem molecular por 

homologia; 

 Obter escores de docking molecular dos modelos com carboidratos; 

 Avaliar estabilidade e flexibilidade das proteínas na presença ou ausência de ligantes 

por dinâmica molecular; 

 Analisar as interações entre as lectinas e manosideos ao decorrer do tempo por dinâmica 

molecular. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Obtenção da sequência, alinhamento e análise 

A ferramenta tblastn do NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) foi 

utilizada tomando a sequência da lectina SL-1 de Arachis hypogaea como modelo de busca 

(Uniprot ID Q70DJ5) para encontrar as sequências de nucleotídeos codificantes das lectinas 

nos genomas de Arachis duranensis (XM_016087184.1) e Arachis ipaensis 

(XM_016319204.1) no banco de dados refseq. Após a obtenção das sequências de nucleotídeos, 

a ferramenta de tradução do portal de bioinformática ExPASy 

(https://web.expasy.org/translate/) (GASTEIGER et al., 2003) foi utilizada para revelar as 

sequências de aminoácidos dessa lectinas. 

Os peptídeos sinais presentes nessas sequências deduzidas foram detectados e 

removidos utilizando o servidor SignalP v. 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) 

(PETERSEN et al., 2011). A similaridade entre as lectinas de A. duranensis e A. ipaensis foi 

determinada com a ferramenta Blastp do NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e essa 

mesma ferramenta foi utilizada para encontrar a estrutura proteica de maior similaridade com 

essas lectinas dentro do banco de dados PDB (Protein Data Bank) para posteriores 

comparações. Para realizar o alinhamento das sequências foi utilizada a ferramenta online 

ClustalOmega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) (SIEVERS et al., 2011) e a análise 

desse alinhamento foi realizada pela ferramenta ESPript v. 3.1 

(http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript). (ROBERT & GOUET, 2014).  

As regiões processadas no C-terminal de ambas lectinas foram deduzidas a partir 

do alinhamento e removidas para execução da modelagem molecular por homologia. O ponto 

isoelétrico (pI) e a massa molecular teórica das proteínas maduras foram calculados pela 

ferramenta Compute pI/MW do portal Expasy (GASTEIGER et al., 2003) 

(http://web.expasy.org/compute_pi/) e a busca por sítios de glicosilação foi realizada pelo 

Servidor NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) (JUNG & BRUNAK, 

2004).  

3.2 Modelagem molecular e validação 

O Software MODELLER v 9.17 foi utilizado para gerar as estruturas 

tridimensionais das lectinas maduras de Arachis duranensis e Arachis ipaensis. A ferramenta 

protein Blast do NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) foi utilizada para identificar a 



42 

 

 

estrutura depositada no PDB (Protein Data Bank) de maior homologia com as sequências de 

lectinas de Arachis. A estrutura modelo escolhida foi a lectina de Centrolobium tomentosum 

(CTL, PDB id: 5EYY), uma espécie também pertencente à tribo Dalbergieae. O programa foi 

configurado para gerar 100 modelos, dos quais 10 foram selecionados pelos melhores escores 

molpdf, DOPE e GA341 para seguir com outras validações. O melhor modelo foi selecionado 

com base em parâmetros de avaliação como Qmean6 (BENKERT et al., 2008) e do Z-score 

(BENKERT et al., 2011), obtidos pela ferramenta online Swiss Model Validation 

(http://swissmodel.expasy.org) (BIASINI et al., 2014). As ferramentas online Verify3D 

(LUTHY et al., 1992) e o PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993) foram utilizadas para 

avaliar os parâmetros geométricos e a aceitabilidade do ambiente das cadeias laterais de cada 

aminoácido, disposta no gráfico de Ramachandran. Os modelos que obtiveram melhores 

parâmetros nas validações foram escolhidos para representar as estruturas das lectinas de 

Arachis duranensis e Arachis ipaensis, denominadas ADL e AIL, respectivamente. 

3.3 Docking molecular 

Os modelos estruturais das lectinas ADL e AIL passaram por uma minimização 

energética antes de seguir para realização do docking. Esse processo foi realizado através do 

programa UCSF CHIMERA v.1.12 (PETTERSEN et al., 2004), onde a ferramenta Minimize 

Structure foi configurada para execução de 1000 passos de minimização Steepest Descent e 100 

passos de minimização Conjugate Gradient. Em seguida, o docking molecular foi realizado 

com o software CLC Drug Discovery Workbench v. 3.0 (CLC Bio, Boston, MA, USA) 

considerando as lectinas como receptores rígidos e os ligantes como flexíveis. O atracamento 

ocorreu no modo standard precision (SP), o qual determina as posições favoráveis de ligação 

e detecta as conformações que se encaixam no sítio de ligação. O algoritmo PLANTSPLP foi 

utilizado para calcular o escore do docking (KORB et al., 2009), no qual os resultados mais 

negativos indicam uma interação mais favorável. Os sítios de reconhecimento a carboidratos 

(carbohydrate binding domain - CRD) das lectinas foram determinados por sobreposição com 

a estrutura de CTL (PDB id: 5EYY) e essa coordenada foi utilizada como centro para 

atracamento dos ligantes. Os parâmetros padrões foram utilizados e o docking seguiu com 

monossacarídeos, dissacarídeos e N-glicanos ricos em manose (MAN3, MAN5, MAN9) 

(Figura 5). O raio de interação foi configurado em 11 Å para monossacarídeos e dissacarídeos 

e 15 Å para N-glicanos ricos em manose. O número de iterações testadas foi de 5000 para 

monossacarídeos e dissacarídeos e 1000 para os N-glicanos ricos em manose. 
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Figura 5 – Representação estrutural dos N-glicanos ricos em manose utilizados no docking 
molecular. 

 

3.4 Dinâmica molecular 

Para avaliar o comportamento das lectinas ADL e AIL em solução, cada proteína 

foi submetida a três simulações de dinâmica molecular: uma sem ligante, outra na presença de 

α-D-manose (MAN) e outra com α-metil-D-manosídeo (MMA). As simulações foram 

executadas com o pacote de programas GROMACS v. 5.1.2 (ABRAHAM et al., 2015) com os 

parâmetros do campo de força GROMOS 54a7 (SCHMID et al., 2011). As cargas parciais e a 

topologia dos ligantes α-D-manose e α-metil-D-manosídeo foram obtidas através do servidor 

ATB (https://atb.uq.edu.au/) (MALDE et al., 2011; KOZIARA et al., 2014) e checadas 

manualmente. As proteínas foram solvatadas em cubos de 10 Å de aresta com aproximadamente 

16000 moléculas de água single point charge (SPC) (BERWEGER et al., 1995) e 9 íons Na+ 

para neutralizar os sistemas com ADL e 11 para neutralizar os sistemas da AIL. Em seguida, 

passos de minimização energética foram realizados com o método steepest descent com o 

critério de convergência de 1 kJ mol−1nm−1. Após minimização, os passos de equilíbrio NVT e 

NPT foram aplicados em 100 ps acoplados ao termostato Nose-Hoover para manter a 

temperatura constante de 300 K (NOSE, 1984; HOOVER, 1985) e ao barostato Parrinelo-

Rahman para manter o sistema isotrópico a 1 bar (PARRINELLO & RAHMAN, 1981). O 

algoritmo LINCS (HESS et al., 1997) foi aplicado para restringir todas as ligações antes da 

simulação, enquanto o método PME (DARDEN et al., 1993) foi utilizado para calcular 
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interações eletrostáticas de distância máxima de 12 Å e interações de van der Waals de até 15 

Å. O software VMD (HUMPHREY et al., 1996) foi utilizado para visualizar a trajetórias e os 

gráficos foram gerados no software Xmgrace. Utilizou-se também os programas Ligplot 

(LASKOWSKI & SWINDELLS, 2011) e Pymol (DELANO, 2002) para avaliar as interações 

ligante-proteína durante cada dinâmica, coletando-se imagens a cada 10 ns de simulação e no 

momento antes do açúcar sair do sítio. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Alinhamento e análise de sequências 

Um tblastn foi realizado utilizando a sequência da proteína SL-1 como consulta 

dentro do banco de dados refseq e assim as sequências de nucleotídeos das lectinas precursoras 

de Arachis duranensis (XM_016087184.1) e de Arachis ipaensis (XM_016319204.1) foram 

adquiridas (BERTIOLI et al., 2016). Um blastp entre as sequências das preproteínas revelou 

que a pre-ADL e a pre-AIL possuem 95% e 97% de similaridade com a pre-SL-1, 

respectivamente. O alinhamento das preproteínas de SL-1, ADL e de AIL com a lectina madura 

de CTL (Uniprot; C0HJX1) (Figura 6), outra lectina da tribo das Dalbergieae, revelou que essas 

proteínas ainda possuem peptídeo sinal e que elas devem passar por processamentos pós-

traducionais para atingirem suas sequências maduras. O servidor SignalP v. 4.1 indicou um 

peptídeo sinal que se estende do aminoácido 1 ao 27 na pre-ADL e do 1 ao 26 na pre-AIL. Os 

peptídeos sinais removidos foram Nt-MAAISKKILPLLYIATIFLLLLNKAHS-Ct e Nt-

MAISKKILPLLSIATIFLLLLNKAHS-Ct nas respectivas lectinas. Ademais, a comparação 

entre as sequências das pre-lectinas de Arachis com a lectina de CTL revelou também uma 

sequência não sobreposta na região C-terminal, o que indica um possível processamento pós-

traducional nessa região. As sequências removidas nessa região correspondem aos peptídeos 

Nt-LKLGRFMIYGTIMVSISQISLSCM-Ct para pre-ADL e Nt-LKLGRFMI-Ct para pre-AIL, 

os quais também foram removidos para obtenção das respectivas sequências maduras. 

Os tamanhos das proteínas ADL e AIL após clivagem das regiões C e N-terminal 

estão de acordo com a massa intacta da lectina SL-1 obtida por espectrometria de massas, visto 

que a sequência alinhada de SL-1 possui massa teórica de 26.636,10 Da correspondente à massa 

intacta de 26.649,56 Da obtida em estudos prévios (AGRAWAL et al., 2010), onde a pequena 

diferença entre essas massas pode ser resultante da presença de glicosilações ou isoformas. As 

proteínas maduras geradas foram então submetidas a um blastp contra proteínas depositadas no 

PDB e a CTL revelou maior similaridade com a ADL (71%) e com a AIL (70%). 
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Figura 6 – Alinhamento múltiplo das sequências de aminoácidos de lectinas precursoras das 
espécies Arachis hypogaea, Arachis duranensis and Arachis ipaensis com a lectina madura de 
Centrolobium tomentosum (CTL). 

 

 As sequências apresentaram conservação nos resíduos relacionados ao CRD e ao 

sítio de ligação a metais (metal binding site; MBS) presentes na CTL. Exceções foram as 

substituições dos resíduos Asn137 e Glu222 na CTL por Asp138 e Gln223 em ambas lectinas. 

Os resíduos conservados em ADL e AIL estão em uma posição a mais devido ao fato de que a 

CTL possui um aminoácido a menos que essas lectinas na posição 15 do alinhamento (Figura 

7). O servidor NetNGlyc 1.0 indicou que as sequências de aminoácidos de ambas lectinas 

maduras de Arachis possuem sítios de N-glicosilação previstos, porém apresentam uma 

diferença no sítio de glicosilação, presente como Asn-Glu-Ser em CTL (ALMEIDA et al., 

2016) e como Asn-Pro-Ser em AIL e ADL. O servidor NetNGlyc indica uma alerta informando 

possível impossibilidade de glicosilação nos sítios que contêm prolina após o resíduo de 

asparagina, o que se explica por um risco de impedimento estérico. Entretanto, dados anteriores 

(SINGH & DAS, 1994; PATHAK et al., 2006) indicam que a SL-1 contêm a mesma 

modificação e é glicosilada, um forte indício de que ADL e AIL também são. 

 



47 

 

 

Figura 7 – Alinhamento múltiplo das sequências de aminoácidos da lectina de Centrolobium 

tomentosum (CTL) com as sequências maduras das lectinas de Arachis duranensis e de Arachis 

ipaensis. Os símbolos correspondem aos seguintes: hélices (ŋ), α-hélice (α), voltas β (TT), 
resíduos conservados no CRD (●), resíduos envolvidos no sítio de ligação a metal (■), resíduos 
do CRD parcialmente conservados (*). 

 

Os pontos isoelétricos (pI) e as massas moleculares teóricas obtidos para essas 

proteínas foram 4,72 e 26.690 Da para ADL, e 4,54 e 26.607 Da para AIL, valores próximos 

àqueles obtidos para CTL, com pI teórico de 4,76 e massa molecular de 27.063 KDa. Dados 

experimentais da lectina de Platypodium elegans (PELa), uma espécie também pertencente à 

tribo Dalbergieae, mostraram que uma de suas isolectinas possui pI de 5,69 (ARARIPE et al., 

2017), um valor próximo ao téorico de 5,73 também indicado pela ferramenta Compute pI/MW 

do portal ExPASy, o que evidencia a confiabilidade desses dados teóricos comparados ao 

experimental. 
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4.2 Modelagem molecular e validação 

O melhor modelo para cada proteína foi selecionado com base em diversos testes 

de validação. O melhor modelo de ADL apresentou 92.52% de seus aminoácidos com uma 

média de escore de correlação 3D-1D maior que 0,2, enquanto o de AIL apresentou 89.76%, o 

que é um bom parâmetro já que proteínas com mais de 80% são consideradas aceitáveis. A 

ferramenta de validação Swiss Model indicou um Qmean6 de 0.770 para ADL e de 0.752 para 

AIL, o que aponta para alta qualidade dos modelos gerados. Os Zscores também foram 

determinados pela mesma ferramenta e correspondem a 0.013 para ADL e -0.111 para AIL, 

ambos valores considerados ótimos para modelos moleculares. A análise utilizando 

PROCHECK mostrou que 100% dos aminoácidos de ambas proteínas estão em regiões 

permitidas do gráfico de Ramachandran e apontou que nenhum problema sério foi detectado 

nessas estruturas. 

Após validação, as estruturas foram editadas no software Coot (EMSLEY et al., 

2010) para remover o peptídeo Nt-TSPHY-Ct que não alinhou com o molde. Embora esse 

peptídeo tenha sido observado na estrutura primária da lectina de CTL, a mesma não foi 

observada na estrutura cristalográfica obtida, o que pode ser causado pela limitação da técnica 

de difração de raios X em captar resíduos com muitos graus de liberdade, como certos loops ou 

em regiões com glicosilações extensas. As estruturas minimizadas foram sobrepostas (Figura 

8) com o modelo de SL-1 obtido do banco de dados ModBase (ID: Q70DJ5) (AGRAWAL et 

al., 2010) e com CTL (PDB id: 5EYY) para medir o RMSD de seus carbonos alfa em 

comparação com essas duas outras lectinas, como indicado na Tabela 2. 

Tabela 2 – RMSD dos carbonos alfa das estruturas de ADL e AIL superpostas com as 
estruturas SL-1 e CTL. 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo Autor 

O modelo molecular da lectina SL-1 utilizado para fazer essa sobreposição foi 

obtido através da modelagem comparativa da sua sequência utilizando a estrutura da lectina de 

Pterocarpus angolensis (PATHAK et al., 2006), a qual possui 65% de similaridade com SL-1. 

O fato de que os modelos de ADL e de AIL foram gerados utilizando uma estrutura de maior 

Estruturas sobrepostas Cα RMSD 
AIL - SL-1 0.504 
ADL - SL-1 0.532 
AIL - CTL 0.373 
ADL - CTL 0.385 

http://www.uniprot.org/uniprot/Q70DJ5
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homologia, reforça a maior fidelidade desses modelos às estruturas reais, o que explica o RMSD 

discrepante dessas estruturas quando comparadas com o modelo de SL-1. Os modelos gerados 

possuem o mesmo motivo jellyroll observado em muitas proteínas de capas virais (ARGOS et 

al., 1980; CHELVANAYAGAM et al., 1992) e em muitas lectinas de leguminosas, descrito 

pela sua composição de duas folhas-beta anti-paralelas (LORIS et al., 1998). Em ambas 

lectinas, uma folha-beta curvada de 7 fitas se posiciona voltada para o CRD (Figura 8) 

mantendo os loops 86-88, 105-109, 134-140 e 221-224, os quais contêm aminoácidos 

diretamente envolvidos com o sítio de ligação (Figura 8). Do outro lado, uma folha-beta de 6 

fitas parcialmente estendida mantém a estabilidade estrutural da proteína. 

Figura 8 – Sobreposição das estruturas de ADL (verde) e de AIL (cinza) com SL-1 (azul) na 
representação tipo cartoon. Números brancos enumeram as fitas da folha β traseira enquanto os 
amarelos enumeram as fítas da folha β frontal, voltada para o CRD. 
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Os loops envolvidos no CRD são similares na ADL e na AIL, mas alguns se diferem 

da CTL, como pode ser observado no alinhamento da Figura 6. Os aminoácidos presentes nos 

loops 128-135, 139-143 e 155-157 fazem contato direto com os íons de cálcio e manganês na 

estrutura da CTL (PDB id 5EYY) e esses resíduos estão todos conservados nas lectinas de 

Arachis (Figura 9. Dentre os resíduos presentes nos loops que formam o arcabouço do MBS, 

os aminoácidos Glu130 e His148 interagem diretamente com o Mn2+ e os aminoácidos Asp132, 

Phe 134, Asn140 e Asp143 interagem diretamente com o Ca2+. 

Assim como outras lectinas de leguminosas, ADL e AIL possuem um aminoácido 

ligado por uma ligação peptídica cis, localizada entre Ala87 e Asp88. Essa conformação é 

mantida através de uma molécula de água estrutural que conecta um dos metais divalentes 

(Ca2+) ao resíduo de ácido aspártico, estabilizando assim a conformação cis. Embora essa 

característica seja bem conhecida em lectinas de leguminosas pela cristalografia de raios X, a 

falta de campos de força que caracterizem esses íons ainda é um fator limitante para o estudo 

dessas interações pelo pacote GROMACS. O resíduo correspondente a Asp88 nas lectinas de 

Arachis é altamente conservado em outras lectinas de leguminosas e ele é muito importante 

para estabilizar o carboidrato no CRD, estando presente na base do sítio de ligação (LORIS et 

al., 1998). 

Figura 9 – Representação do sítio de ligação a metal conservado da CTL (vermelho) superposto 
com estruturas modeladas ADL (verde) e AIL (cinza). Tanto o Ca2+ quanto o Mn2+ foram 
observados a partir da estrutura cristalográfica de CTL (PDB id: 5EYY). 
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4.3 Docking molecular 

Os escores de docking obtidos para ADL e AIL com monossacarídeos, 

dissacarídeos e N-glicanos ricos em manose estão dispostos na Tabela 3. AIL apresentou 

melhor escore nas suas interações com monossacarídeos e dissacarídeos, com exceção dos 

dimanosídeos formados por ligações α1→3, β1→3 e β1→6. Em relação aos monossacarídeos, 

a presença do grupo metil no ligante α-metil-D-manosideo aumentou o valor de escore de 

atracamento com as duas lectinas, corroborando com dados experimentais previamente obtidos 

para SL-1 (AGRAWAL et al., 2010). O tipo de ligação glicosídica dos dimanosídeos causou 

diferenças nos valores dos escores, seja aumentando ou diminuindo, porém, a presença ou 

ausência do grupo metil não gerou diferenças significativas nesses valores. A ADL manifestou 

escores de atracamento melhores com os N-glicanos MAN3 e MAN9, enquanto os escores 

contra MAN5 foram relativamente baixos para as duas proteínas. Esses glicanos ricos em 

manose são relevantes em alguns processos moleculares como os de reconhecimento celular, 

recrutamento de leucócitos (GU et al., 2012), auxílio no folding de proteínas quando interagem 

com lectinas (SCHWARZ et al., 2011). MAN3 constitui o centro de todos os N-glicanos e 

MAN5 é o precursor de diversos glicanos ricos em manose, enquanto MAN9 pode ser 

encontrado em proteínas como a gp120 do envelope viral do HIV ou como receptores de 

insulina (STANLEY et al., 2009). Esse comportamento foi previamente observado para outras 

lectinas de leguminosas específicas a manose como as das espécies: Pisum arvense, Pisum 

sativum, Lens cullinaris, Vicia faba, Dioclea lasiophylla e Dioclea reflexa que apresentam 

efeitos vasorelaxantes, proinflamatório e anti-HIV (STANLEY et al., 2009; HANSEN et al., 

1989; PINTO-JUNIOR et al., 2017a, 2017b, 2017c), o que sugere que ambas ADL e AIL 

podem apresentar essas mesmas atividades biológicas. 

Tabela 3– Escore de atracamento da ADL e da AIL com os carboidratos testados no screen 

virtual. a) Escore do docking = Einter + Eintra, onde Einter é a energia de interação ligante-

proteína. 

 

 Escore do Dockinga) 
Carboidratos ADL AIL 
α-metil-D-manosídeo -38.24 -40,45 
2-(Acetil amino)-2-deoxi-α-D-manopiranose -37,24 -38,48 

N-acetil-D-glicosamina -37,88 -39,26 
β-D-manose -36,85 -38,40 

α-D-manose -36,75 -40,45 
Manose-1,2-α-D-manose -47,94 -48,99 
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Manose-1,3-α-D-manose -49,37 -46,66 
Manose-1,4-α-D-manose -45,41 -46,12 

Manose-1,6-α-D-manose -48,94 -51,99 
Manose-1,2-β-D-manose -46,20 -46,43 

Manose-1,3-β-D-manose -49,02 -46,85 
Manose-1,4-β-D-manose -42,73 -46,64 
Manose-1,6-β-D-manose -49,49 -47,73 

Metil manose-1,2-α-D-manose -50,51 -48,71 
Metil manose-1,3-α-D-manose -52,26 -49,57 

Metil manose-1,4-α-D-manose -46,77 -46,15 
Metil manose-1,6-α-D-manose -46,98 -51,42 
Metil manose-1,2-β-D-manose -47,19 -44,94 

Metil manose-1,3-β-D-manose -49,40 -48,02 
Metil manose-1,4-β-D-manose -41,27 -44,57 

Metil manose-1,6-β-D-manose -48,59 -47,81 
MAN3 -56,06 -46,80 
MAN5 -37,67 -38,96 

MAN9 -63,15 -48,96 
Fonte: elaborada pelo autor. 

4.4 Dinâmica molecular 

4.4.1 Desvio quadrático médio e flutuação quadrática média 

Gráficos do desvio quadrático médio (RMSD) foram plotados para avaliar a 

estabilidade da proteína durante todas simulações: sem ligante, com D-manose e com α-metil-

D-manosídeo. Para ADL, a variação atingiu equilíbrio em volta de 4.000 ps (Figura 10 A). É 

importante considerar esse intervalo pois ele representa o tempo que a proteína leva para fazer 

sua transição do estágio minimizado para a sua conformação totalmente solvatada. O gráfico 

gerado para proteína sem ligante sofreu menos variações comparado com as simulações na 

presença de ligantes. D-manose abandonou o sítio de ligação da proteína a proteína após 9.500 

ps, o que poderia explicar o aumento ocorrido no RMSD após 10.000 ps durante essa simulação. 

O α-metil-D-manosídeo, por outro lado, permaneceu interagindo com a proteína durante toda 

simulação. 
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Figura 10– Gráficos do desvio quadrático médio da proteína durante as simulações de dinâmica 
molecular. A) ADL; B) AIL. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

AIL levou mais tempo para chegar ao equilíbrio e seu RMSD estabilizou por volta 

de 7.000 ps (Figura 10 B). A simulação feita sem ligante manifestou uma elevação no desvio 

após 15.000 ps, mas nenhuma diferença foi vista no sistema. Simulações revelaram que a D-

manose deixou de interagir com a proteína após 2,720 ps e que α-metil-D-manosídeo se soltou 

após 15.170 ps. 

Os fatores-B teóricos desses sistemas foram gerados para avaliar a flexibilidade de 

cada resíduo de aminoácido durante as simulações. Resultados dos gráficos da flutuação 

quadrática média (RMSF; do ingês Root Mean Square Fluctuation) (Figura 11) revelaram que 

os aminoácidos presentes nas regiões 132-142 foram os que mais variaram posição em ambas 

lectinas. A região 114-123 flutuou na ausência de ligante e foi estabilizada pelas interações 

carboidrato-lectina. Na ADL (Figura 11 A), a D-manose não pôde estabilizar a região 114-123 

e a região 103-108 se comportou de forma diferente quando comparada às outras simulações. 
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Figura 11– Gráficos da flutuação quadrática média de cada resíduo de aminoácido durante as 
simulações de dinâmica molecular. A) ADL; B) AIL 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A análise das pontes de hidrogênio revelou que a ADL foi capaz de estabelecer mais 

pontes de hidrogênio com MMA (Figura 12 A) do que com MAN (Figura 12 B). Como 

discutido anteriormente, MAN se separou do sítio de ligação da ADL após 9.500 ps e as pontes 

de hidrogênio estabelecidas após esse momento aconteceram com aminoácidos laterais 

carregados que não pertencem ao CRD. Nas simulações da AIL, MAN se separou do sítio de 

ligação após 2.700 ps e as interações de hidrogênio estabelecidas após esse momento também 
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ocorreram de forma inespecífica com aminoácidos polares, o que indica a menor especificidade 

da AIL com MAN (Figura 13 B). Na simulação AIL-MMA, também houve escape do ligante, 

mas somente após 15.170 ps, um indício da importância do grupo metil para estabilizar 

interação (Figura 13 A).  

Figura 12– Número de ligações de hidrogênio estabelecidas entre ADL e seus ligantes em 
cada momento da dinâmica molecular. A) MMA; B) MAN 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 13 – Número de ligações de hidrogênio estabelecidas entre AIL e seus ligantes em 
cada momento da dinâmica molecular. A) MMA; B) MAN 

 

Fonte: Elaborada pelo autor 

4.4.2 Análise de interações 

As interações estabelecidas entre as lectinas e seus respectivos ligantes durante as 

simulações foram avaliadas através de representações coletadas em intervalos de 10 ns ou no 

momento anterior à separação ligante-proteína. As representações foram feitas utilizando o 

programa PyMol para visualização em 3D da interação e com o programa LigPlot para 

visualização em 2D, incluindo a influência dos resíduos hidrofóbicos. Os dados coletados da 
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ADL e da AIL revelaram a conservação dos aminoácidos que formaram ligações de hidrogênio 

com os carboidratos testados. 

No primeiro momento, 0 ns, de interação entre AIL e MAN (Figura 14 A-B), pode-

se observar que as ligações de hidrogênio são estabelecidas somente com os aminoácidos 

Asp88, Ala106 e Gln223, enquanto as interações hidrofóbicas ocorrem com Gly107, Gly108, 

Ser139 e Gly222. Quando a MAN está prestes a se separar, a 2.72 ns (Figura 14 C-D), os únicos 

aminoácidos interagindo são Gly107 e Gly108, ambos posicionados na lateral do sítio. O fato 

dessas ligações não terem segurado o ligante no sítio de ligação pode ser atribuído pela distância 

entre o aminoácido basal Asp88 e o ligante. 

Para MMA, o ligante permaneceu em contato com a lectina por 15.17 ns. As 

imagens coletadas revelaram que o MMA estabeleceu mais ligações de hidrogênio com os 

aminoácidos no momento 0 ns (Figura 15 A-B), incluindo Asp88, Ala106, Gly108, Gln223, 

Gln224, e interações hidrofóbicas com a participação dos resíduos Ala87, Gly107, Phe134, 

Ser139 e Gly222. Em 10 ns (Figura 15 C-D), uma flexibilização dos loops do CRD é observada, 

o que resultou na formação de novas pontes de hidrogênio com Ala87 e com Gly222, ao passo 

que a interação envolvendo o resíduo Gly108 foi desfeita. Gly107, Gln222 e Gln223 também 

atuam sobre o ligante por interações hidrofóbicas. Para MMA, as imagens coletadas em 0 e 10 

ns não revelaram interações hidrofóbicas com o grupamento metil (Figura 15 B e D; espinhos 

em vermelho) e uma diferença pode ser observada na orientação do ligante quando ele está se 

separando do CRD.  

No caso da MAN, o carbono 1 (C1) tende a ficar virado para o lado contrário do 

CRD, para que assim o C6 e o oxigênio 6 (O6) possam interagir com os aminoácidos basais do 

CRD. Na simulação com MMA, o ligante permanece na mesma posição, a qual pode ser 

reforçada pelo grupo metil que estabelece interações com as cadeias carbônicas dos resíduos 

laterais Gln223, Gln224, Tyr133, Gly86 e Asn85. Ademais, a presença desse grupamento metil, 

ausente na D-manose, diminui a liberdade de movimentação do ligante e assim dificulta sua 

rotação, mantendo o contato com os aminoácidos basais e, consequentemente, mantendo o C1 

e o C7 (do grupo metil) afastados da base do sítio. O C1 do MMA é observado em uma 

orientação diferente somente quando está se separando do CRD, como pode se observar no 

momento 15.17 ns (Figura 15 E-F), quando o grupo metil está estabelecendo interações 

hidrofóbicas com Ala87, Asp88, Thr 133 e Gly222, mas somente uma ligação de hidrogênio 

com Gln224 (Figura 15 F). 
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Figura 14 – Domínio de reconhecimento a carboidratos da AIL interagindo com MAN durante 
a simulação de dinâmica molecular. Esquerda: representações geradas pelo programa PyMol. 
Tracejados azuis representam pontes de hidrogênio. Direita: representações geradas pelo 
programa LIGPLOT com pontes de hidrogênio representadas em verde e interações 
hidrofóbicas representadas em vermelho. A e B) 0 ns; C e D) 2.72 ns. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 15 – Domínio de reconhecimento a carboidratos da AIL interagindo com MMA durante 
a simulação de dinâmica molecular. Esquerda: representações geradas pelo programa PyMol. 
Tracejados azuis representam pontes de hidrogênio. Direita: representações geradas pelo 
programa LIGPLOT com pontes de hidrogênio representadas em verde e interações 
hidrofóbicas representadas em vermelho. A e B) 0 ns; C e D) 10 ns; E e F) 15.17 ns. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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 Uma orientação similar no ligante é observada quando MAN interage com ADL. 

Embora mais ligações de hidrogênio sejam estabelecidas, C1 e O1 permanecem orientados para 

o lado de fora do sítio de ligação. C6 e O6, por outro lado, se posicionam próximos aos resíduos 

Asp88, Gln223 e Gln224. Em 0 ns (Figura 16 A-B), a lectina apresenta interação com os 

resíduos Asp88, Ala106, Gly108, Gly222, Gln223 e Gln224 por pontes de hidrogênio e com 

Ala87, Gly107, Phe134 e Gly222 por interações hidrofóbicas. Ainda assim, a ligação não 

demonstrou estabilidade já que o ligante se separou após 9.5 ns (Figura 16 C-D). No momento 

da separação, MAN está interagindo com Asp88 por ponte de hidrogênio e com Phe134 e 

Trp142 por interações hidrofóbicas. 

MMA apresentou maior estabilidade (Figura 17) e esse ligante permaneceu ligado 

por toda simulação. Ao contrário da AIL, o grupo metil (C7) do MMA conseguiu estabelecer 

interações hidrofóbicas com alguns resíduos, incluindo Asp138, Ser139, Gln223 e Gln224. 

Essas interações revelaram ser importantes pois o C7 não alterou abruptamente sua orientação 

como foi observado para AIL e, assim, manteve-se ligado durante toda a simulação. Durante a 

simulação, os aminoácidos Ala87, Asp88, Ala106, Gly108, Gly222, Gln223e Gln224 fizeram 

interações de hidrogênio com MMA e os resíduos Ala87, Ala106, Gly107, Gly108, Phe134, 

Asp138, Ser139, Gly222 e Gln223 estabeleceram interações hidrofóbicas. A Tabela 4 apresenta 

um sumário dos aminoácidos que interagiram com os ligantes estudados durante as simulações. 

Figura 16 – Domínio de reconhecimento a carboidratos da ADL interagindo com MAN durante 
a simulação de dinâmica molecular. Esquerda: representações geradas pelo programa PyMol. 
Tracejados azuis representam pontes de hidrogênio. Direita: representações geradas pelo 



61 

 

 

programa LIGPLOT com pontes de hidrogênio representadas em verde e interações 
hidrofóbicas representadas em vermelho. A e B) 0 ns; C e D) 9.5 ns. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Figura 17 – Domínio de reconhecimento a carboidratos da ADL interagindo com MMA durante 
a simulação de dinâmica molecular. Esquerda: representações geradas pelo programa PyMol. 
Tracejados azuis representam pontes de hidrogênio. Direita: representações geradas pelo 
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programa LIGPLOT com pontes de hidrogênio representadas em verde e interações 
hidrofóbicas representadas em vermelho. A e B) 0 ns; C e D) 10 ns; E e F) 20 ns. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Como observado na Figura 16, os aminoácidos Asn103 e Ser116 da AIL, os quais 

estão localizados em loops próximos ao sítio de ligação, estão substituídos por Lys103 e Gln116 

na ADL, os quais possuem grupos-R maiores. Essa mudança pode ter causado algumas das 
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diferenças observadas nas interações proteína-ligante, através da mudança de mobilidade dos 

resíduos Ala106 e Gly108, os quais foram observados formando pontes de hidrogênio com 

ambos MAN e MMA. Para ilustrar essa hipótese, um gráfico de RMSF foi gerado (Figura 18) 

comparando a ADL e a AIL na presença dos ligantes. Os resultados mostraram que a região 

correspondente a Asn103-Ser116 flutuou mais em ADL que em AIL, indicando que os grupos-

R mais volumosos dos aminoácidos Lys103 e Gln116 podem ter influenciado a mobilidade do 

loop assim como a estabilidade das interações com os ligantes. 
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Figura 18 – Comparação dos gráficos da flutuação quadrática média de cada aminoácido das 
lectinas ADL e AIL. A) Complexadas com MAN; B) Complexadas com MMA 

 

Fonte: elaborada pelo autor 
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Tabela 4– Resíduos de aminoácidos das proteínas ADL e AIL que interagem com os ligantes 
MAN e MMA durante as simulações de dinâmica molecular. 

Tipo de interação Ligante ADL AIL 

 
Interações 

Hidrofóbicas 

MAN 
Ala87, Gly107, Phe134, 

Trp142, Gly222, 
Ala87, Gly107, Phe134, 

Trp142, Gly222 

MMA 
Ala87, Ala106, Gly107, 

Gly108, Phe134, Asp138, 
Ser139, Gly222, Gln223 

Ala87, Ala106, Gly107, 
Gly108, Phe134, Asp138, 
Ser139, Gly222, Gln223 

Pontes de 
Hidrogênio 

MAN 
Asp88, Ala106, Gly108, 
Gly222, Gln223, Gln224 

Asp88, Ala106, Gly108, 
Gln223 

MMA 
Asp88, Ala106, Gly108, 
Gly222, Gln223, Gln224 

Ala87, Asp88, Ala106, 
Gly108, Gly222, Gln223, 

Gln224 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Modelos confiáveis das proteínas ADL e AIL foram gerados com bons parâmetros 

em ferramentas de validação, permitindo o uso dessas estruturas como modelos representativos. 

Suas interações com carboidratos foram avaliadas por docking e dinâmica moleculares, o que 

revelou que essas proteínas interagem de forma diferente aos ligantes testados, apesar da 

similaridade estrutural dessas lectinas. O seu comportamento em solução aquosa foi observado 

pela captura de imagens realizada durante as simulações, ajudando a elucidar as propriedades 

de ligação e os resíduos envolvidos na ligação com carboidratos. Este estudo serve como um 

guia para pesquisas futuras sobre lectinas específicas de α-metil-D-manosídeo de Arachis 

duranensis e Arachis ipaensis. 
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7 ANEXO I 
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8 ANEXO II 
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