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RESUMO 

Entre as principais limitações para que a ovinocaprinocultura se torne 

autossustentável e comercialmente viável destacam-se as doenças parasitárias, 

controlar essas parasitoses com eficiência tem se tornado um desafio, visto que o 

fenômeno da resistência aos produtos químicos sintéticos comumente utilizados tem 

desfavorecido o controle efetivo dos parasitas, sendo os nematóides gastrintestinais 

os de maior importância por acarretarem inúmeros prejuízos econômicos. 

Haemonchus contortus é um dos parasitas economicamente mais importantes que 

infectam pequenos ruminantes em todo o mundo. Este nematóide mostrou uma 

grande capacidade de desenvolver resistência a drogas anti-helmínticas, exigindo o 

desenvolvimento de abordagens alternativas de controle. Como as lectinas 

reconhecem e se ligam a carboidratos específicos e estruturas de glicano presentes 

nos parasitas, elas podem ser consideradas como uma alternativa para o 

desenvolvimento de novas drogas antiparasitárias. Nesse sentido, este trabalho teve 

como objetivo investigar o efeito anti-helmíntico da lectina das sementes Canavalia 

brasiliensis (ConBr) contra o H. contortus e avaliar uma possível interação do ConBr 

com glicanos desse parasita por meio de docking molecular. ConBr mostrou inibição 

significativa do desenvolvimento larval de H. contortus com IC50 de 0,26 mg/mL. 

Ensaios de ancoragem molecular revelaram que glicanos contendo o núcleo tri-

manosídeo Man (α1-3) Man (α1-6) Man de H. contortus interagem no domínio de 

reconhecimento de carboidratos de ConBr com um valor de interação de MDS = -

248,77. Nossos achados sugerem que a inibição do desenvolvimento larval de H. 

contortus está diretamente relacionada ao reconhecimento do núcleo tri-manosídeo 

presente nos glicanos desses parasitas. Este trabalho é o primeiro a relatar as 

relações estrutura-função da atividade anti-helmíntica de lectinas de plantas, 

portanto, espera-se que essa abordagem possa colaborar como bases referenciais 

para trabalhos posteriores, quanto a caracterização e o comportamento da interação 

entre essas moléculas, além de poder auxiliar em uma possível elaboração de 

fármacos com efeitos antiparasitários. 

 

Palavras-chave: Anti-helmintico; parasita; acoplamento molecular; haemoncose. 
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 ABSTRACT 

Among the main limitations for sheep farming to become self-sustaining and 

commercially viable are parasitic diseases, controlling these parasites efficiently has 

become a challenge, since the phenomenon of resistance to the commonly used 

synthetic chemicals has disadvantaged the effective control of the parasites. 

parasites, being the gastrointestinal nematodes the most important because they 

entail numerous economic losses. Haemonchus contortus is one of the economically 

most important parasites that infect small ruminants around the world. This nematode 

showed a great capacity to develop resistance to anthelmintic drugs, requiring the 

development of alternative control approaches. As lectins recognize and bind to 

specific carbohydrates and glycan structures present in parasites, they can be 

considered as an alternative for the development of new antiparasitic drugs. In this 

sense, this work aimed to investigate the antihelminthic effect of Canavalia 

brasiliensis (ConBr) lectin against H. contortus and to evaluate a possible interaction 

of ConBr with glycans of this parasite by means of molecular docking. ConBr showed 

significant inhibition of larval development of H. contortus with IC50 of 0.26 mg / mL. 

Molecular anchoring assays revealed that glycans containing the tri-mannoside core 

Man (α1-3) Man (α1-6) Man of H. contortus interact in the carbohydrate recognition 

domain of ConBr with an interaction value of MDS = -248, 77. Our findings suggest 

that the inhibition of the larval development of H. contortus is directly related to the 

recognition of the tri-mannosid nucleus present in the glycans of these parasites. 

This work is the first to report the structure-function relationships of the anthelmintic 

activity of plant lectins, so it is expected that this approach can collaborate as 

reference bases for later work, as the characterization and behavior of the interaction 

between these molecules, besides being able to aid in the possible elaboration of 

drugs with antiparasitic effects. 

 

Keywords: Anti-helminth; parasite; molecular coupling; haemoncose. 
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CAPÍTULO I - CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 

1. INTRODUÇÃO 

Entre as principais limitações para que a ovinocaprinocultura se torne 

autossustentável e comercialmente viável destacam-se as doenças  parasitárias, 

controlar essas parasitoses com eficiência tem se tornado um desafio, visto que o 

fenômeno da resistência aos produtos químicos sintéticos comumente utilizados tem 

desfavorecido o controle efetivo dos parasitas, sendo os nematóides gastrintestinais 

os de maior importância por acarretarem inúmeros prejuízos econômicos (KUCHAI 

et al., 2012; ALEMU et al., 2014; MENGIST et al., 2014; NASAI et al., 2016). Entre 

estes nematoides, Haemonchus contortus destaca-se como o principal parasita, pela 

grande prevalência e patogenicidade devido à alta ingestão sanguínea no abomaso 

dos pequenos ruminantes, o que provoca sintomas como anemia, edema 

mandibular, podendo levar até a morte (VAN DEN BROM et al.,2013; MEDEROS et 

al., 2014; MENGIST et al.,2014; NASAI et al., 2016). 

O controle de H. contortus depende principalmente da interrupção do ciclo de 

vida do parasita através da administração de anti-helmínticos químicos, que ao 

longo do tempo promovem resistência generalizada a essas drogas usadas com 

frequencia (ALEMU et al., 2014; MELO et al., 2015). 

Novas alternativas têm sido estudadas no sentido de promover métodos que 

auxiliem no controle dos nematóides gastrintestinais de pequenos ruminantes, entre 

elas, a utilização de compostos bioativos pode ser uma medida eficaz, além de ter 

caráter sustentável (GAÍNZA et al., 2015; GAÍNZA et al., 2016). Assim, tem sido 

ampla a atenção à identificação de metabólitos secundários e macromoléculas 

sintetizados pelas plantas (ALI-SHTAYEH et al., 2016; HERNÁNDEZ-VILLEGAS et 

al., 2011) tais como: compostos nitrogenados, terpenóides, fenóis, saponinas, 

alcalóides, inibidores de proteases e lectinas, os quais não estão diretamente 

envolvidos no crescimento, desenvolvimento ou reprodução vegetal, e que podem 

serem resíduos ou produtos de estresse ou mecanismos de defesa contra 

fitonematóides e insetos (SAVITHRAMMA et al., 2011). 
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Muitos parasitas helmintos produzem estruturas de glicanos complexos e 

 proteínas de ligação a glicanos, as GBPs, que em geral são freqüentemente 

antigênicas e estão relacionadas a invasão do hospedeiro.  A caracterização de 

glicanos de parasitas pode fornecer subsídios para a elaboração de vacinas, além 

de nortear novas formas de diagnóstico de doenças. Esses glicanos tem sido 

bastante estudado ao longo dos anos dada suas diversas estruturas e funções. 

Dentre os papéis desses componentes celulares, estudos de gliocobiologia mostram 

por exemplo seu envolvimento no dobramento, solubilidade e ainda na conformação 

do estado oligomérico de  proteinas, bem como resistência a enzimas proteolíticas e 

anticorpos (VARKI et al., 2009 ), além de envolvimento  na imunomodulação e 

imunidade protetora, como moléculas alvo para anticorpos antigênicos ou lectinas 

com efeitos antiparasitários (PASCHINGER; WILSON 2015). 

 Lectinas representam uma classe de proteínas que reconhecem e se ligam 

reversivelmente e especificamente a carboidratos ou a glicoconjugados (PEUMANS; 

VAN DAMME, 1998; NUNES et al., 2011). Estudos postulam que a capacidade 

dessas proteínas reconhecer e ligar-se a glicanos celulares está diretamente 

relacionado com o seu potencial nematicida (BUTSCHI et al., 2010).  

Existem diferentes tipos de lectinas e são classificadas de acordo com sua 

estrutura geral- as merolectinas apresentam um único domínio de ligação a 

carboidratos, as hololectinas contém dois ou mais domínios, as quimerolectinas que 

consistem exclusivamente de um único domínio de ligação a carboidrato e por 

serem monovalente, são incapazes de aglutinar células ou precipitar 

glicoconjugados (PEUMANS; VAN DAMME, 1995) e as superlectinas que consistem 

de no mínimo dois domínios de ligação a carboidratos (VAN DAMME et al.,1996).  

 Entre as lectinas mais bem caracterizadas está a ConBr, uma lectina isolada 

das sementes de Canavalia brasiliensis, (Família Leguminosae, tribo Phaseoleae, 

subtribo Diocleinae), é uma lectina D-glicose/D-manose específica e suas atividade 

biológica estudadas tem sido averiguada em muitos modelos experimentais 

(CAVADA et al., 2001; SILVA et al.,2014) tais como, indução da produção de óxido 

nítrico por macrófagos (ANDRADE et al., 1999), indução de apoptose em linfócitos 
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(BARBOSA et al., 2001), atividade analgésica quando administrada via oral em 

camundongos (DE FREITAS PIRES et al., 2011), efeito neuroprotetor (VENSKE, 

2014),  podendo ser uma candidata no controle parasitário de pequenos ruminantes. 

 

2. REFERENCIALTEÓRICO 
2.1 Haemoncose na ovinocaprinocultura 

A produção de pequenos ruminantes vem se intensificando ao longo dos anos 

nos países tropicais. No cenário brasileiro, o Nordeste destaca-se na exploração de 

ruminantes domésticos, principalmente na ovinocaprinocultura – produção de ovinos 

e caprinos a fim de obter carne, leite, couro e lã (JESUS JUNIOR; RODRIGUES; 

MORAES, 2010), sendo uma região de grande aptidão para este tipo de atividade 

econômica dada à adaptabilidade destes animais ao tipo de condições 

edafoclimáticas (MAIA et al., 2013).  

Em números, a caprino e a ovinocultura nordestina compreendem 

aproximadamente 93% e 58% dos rebanhos nacionais respectivamente, o que de 

acordo com resultados preliminares do Censo Agropecuário publicado pelo Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) correspondem a 8,3 milhões de cabeças 

de caprinos e 13,7 milhões de cabeças de ovinos. Com base nesses dados, foi 

possível observar que o Nordeste tem se destacado como sendo a única região de 

crescimento simultâneo dos rebanhos de caprino e ovinos entre 2006 a 2017, onde 

o rebanho caprino apresentou um aumento de 13,38% passando de 

aproximadamente 6,4 milhões de cabeças para 7,6milhões, e para ovinos um 

crescimento de 15,94%, ou seja, passando de 7,7 milhões de cabeças em 2006 para 

9 milhões. Para o Estado do Maranhão, os rebanhos caprino e ovino correspondem 

cerca de mais de 356 mil e 276 mil cabeças respectivamente (IBGE, 2017). 

 O principal gargalo para a criação desses pequenos ruminantes tem sido o 

parasitismo por nematóides gastrointestinais, uma vez que, são responsáveis por 

ocasionar um grande impacto à produtividade o que leva a demanda de um alto 

custeio com medidas de controle (MOLENTO et al., 2013). 
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 H. contortus pertence a Família Trichostrongylidae (MELO et al., 2003), este 

parasita é o nematóide de maior importância econômica em pequenos ruminantes, 

uma vez que além de ser de grande prevalência, apresenta alta patogenicidade. São 

responsáveis por elevadas taxas de mortalidade destes animais (MAIA et al., 2013).  

 A haemoncose consiste na doença adquirida pela ingestão de pasto 

contaminado com as larvas infectantes de terceiro estágio, as L3 (AMARANTE et al., 

2014). O parasita instala-se no abomaso e realiza hematofagia por toda sua vida 

parasitária, podendo, em baixas infecções diminuir o desempenho produtivo e 

reprodutivo. Em contraste, as altas infecções causam anemia severa e 

hipoproteinemia, demonstradas por palidez das mucosas e edema da região 

submandibular, o que pode progredir até o óbito do seu hospedeiro (MAIA et al., 

2013). 

 Esses problemas se agravam quando os animais são mantidos em pastagens 

super lotadas que, devido ao ciclo de desenvolvimento das larvas e ao manejo 

inadequado do local, geram contaminação massiva do solo pelas larvas (ANDRADE 

JÚNIOR, 2015) que são difíceis de controlar, principalmente na estação chuvosa, 

quando se recomenda, retirar os animais dos piquetes pela alta reinfecção 

parasitária (VOLTOLINI, 2011). Outro ponto a ser observado se refere ao uso 

indiscriminado de anti-helmínticos nos sistemas rotacionados no Brasil, o que 

favorece o fenômemo da resistência em função da deficiência de manejo correto, 

bem como a falta de conhecimento quanto a susceptibilidade destes helmintos à 

exposição as diferentes drogas (VIEIRA et al., 2010). 

 Os impactos da haemoncose se dão não só apenas no âmbito dos sistemas 

de produção pecuária tropical, mas também na segurança alimentar familiar incerta 

e perda de renda, além do que, determinadas doenças e as estratégias usadas para 

gerenciá-las tem impacto direto sob a saúde humana. Considerando os termos de 

mercado, o custeio das doenças é estimado em 35% a 50% do volume de negócios 

dentro do setor pecuário (BISPO, 2012), o que para o Brasil, chega a cerca de 600 

milhões de dólares (MOLENTO, 2008). 
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2.2 Ciclo biológico e características estruturais de H.contortus 

 O ciclo é formado de duas fases: fase de vida livre e fase parasitária(fig.1). Na 

fase de vida livre, durante o desenvolvimento, o verme sofre estágios larvais em 

sequência L1, L2, L3 resultantes da eclosão dos ovos depositados junto às fezes no 

meio ambiente apresentando quatro ecdises até alcançar estágio adulto (ABRÃO et 

al., 2010). 

 Os estágios iniciais, que correspondem a larva de primeiro estágio (L1) e 

larva de segundo estágio (L2), ocorrem dentro do bolo fecal no ambiente. Nessa 

fase, as larvas se alimentam de microrganismos e matéria orgânica (AMARANTE, 

2009, ABRÃO et al., 2010).  Sob condições favoráveis de temperatura e umidade, as 

L2 se desenvolvem a L3, as larvas infectantes, que para completarem seu ciclo 

precisam entrar em contato com hospedeiros, ocasionando a infecção (ROBERTO 

et al., 2018). 

 De acordo com Abrão et al. (2010), a L3 representa a forma mais ativa e nos 

períodos de condições edafoclimáticas favoráveis, elas migram do solo e da base 

das touceiras para a parte superior das forrageiras, para serem ingeridas pelos 

animais durante o processo de desfolha no pastejo. Ao saírem nas fezes, as L3 

migram para o pasto influenciadas pela intensidade e frequência das chuvas, 

temperatura e pelas características morfológicas das forrageiras (ROCHA et al., 

2007, AMARANTE, 2009, LOPES et al., 2016). A medida que a temperatura 

aumenta elas migram para se protegerem, assegurando sua sobrevivência 

(ROGERS; SOMMERVILLE, 1960). 

 A fase parasitária se inicia após a ingestão das larvas infectantes (L3) no 

rúmen onde as larvas sofrem duas mudas a L4 e adulto. As L3 possuem cutículas 

ou bainhas duplas, onde a bainha externa garante uma proteção extra para as larvas 

no ambiente. Em contato com o líquido ruminal, essa bainha é perdida, o 

desembainhamento se dá  em função de um conjunto de estímulos físico-químicos, 

tais quais, pH, presença de metano, CO2 e temperatura  (ROGERS; 

SOMMERVILLE, 1960; HERTZBERG et al., 2002). Dentro do hospedeiro, as larvas 

infectantes se instalam no órgão de predileção, onde se fixam e se desenvolvem a 
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L4 e em seguida para o indivíduo adulto (L5), apto a reprodução (Amarante et al., 

2014). 

 Depois da cópula, as fêmeas iniciarão o processo de oviposição dando início 

a um novo ciclo biológico (MCDONALD, 2003; BAKKER et al., 2004; AMARANTE, 

2009; ABRÃO et al., 2010). As fêmeas de H. contortus são ovíparas prolíferas 

(ONYAH; ARSLAN, 2005) e podem eliminar mais de 5.000 ovos a cada postura 

(UENO; GONÇALVES, 1998). 

  O ovo de H. contortus possui uma membrana formada por três camadas: 

vitelínica (externa), quitinosa (medial) além de uma porção basal lipoprotéica, que 

são digeridas durante a eclosão (MANSFIELD et al., 1992). Essa porção tem como 

principal constituinte estrutural o colesterol, que está relacionado com a fluidez e a 

permeabilidade da membrana (ROTHNIE et al., 2001). 

 Na evolução do desenvolvimento de H. contortus, certas alterações na 

membrana do ovo podem ocorrer com a finalidade de promover a liberação da larva. 

Geralmente, a eclosão se inicia por sinal adequado, o qual pode ser fomentado pelo 

hospedeiro ou pelo ambiente. Nos nematóides, o inicio do processo de eclosão se 

dá por meio de estímulos ambientais que resultam na liberação, pelo embrião, das 

chamadas enzimas de eclosão. Se acaso houver inibição de algumas destas 

enzimas culminará na diminuição da eclodibilidade ou mesmo inibição total 

(SOMMERVILLE; ROGERS, 1987). Encontradas no fluido de eclosão de H. 

contortus estas enzimas pertencem aos grupos das lipases, quitinases, proteases, 

leucinas aminopeptidases e α e β- glicosidases (ROGERS; BROOKS, 1977). 

 Nas larvas, uma cutícula forma o exoesqueleto (PAGE; JOHNSTONE, 2007). 

As L4, exibem uma uma cápsula bucal provisória, que fixa-se à mucosa abomasal 

para realizar hematofagia pela primeira vez (ALBA-HURTADO; MUÑOZGUZMÁN, 

2013; EL-ASHRAM; SUO, 2017). 

 Os adultos podem ser facilmente identificados macroscopicamente por se 

instalarem em seu órgão de predileção, o abomaso. Seu tamanho, varia de 1,1 a 2,7 

cm de comprimento. Microscopicamente, as fêmeas apresentam ovários brancos 
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enrolando-se em espiral envolta do intestino cheio de sangue, o macho possui um 

lobo dorsal sem simetria e espículos em ganchos. (LICHTENFELS, et al., 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo biológico e características estruturais de H.contortus. Fonte: Moraes, 2002. 

2.3 Controle da verminose e resistência parasitária 

 O principal método para o controle de nematóides parasitas, 

incluindo Haemonchus contortus, tem sido a administração de anti-helmínticos, entre 

os principios ativos comumente ultilizados estão os benzimidazóis, avermectinas, 

imidazotiazóis e salicilanilidas,  em intervalos estáveis de 30 a 45 dias, ou então no 

auge da transmissão no verão, porém, o uso prolongado e irracional de anti-

helmínticos levou ao desenvolvimento de resistência anti-helmíntica (FERNANDES 

et al., 2015;MELO et al., 2015;  HOLSBACK et al., 2016). A resistência caracteriza-

se pelo aumento na frequência de indivíduos que conseguem tolerar doses muito 

altas de droga quando comparado a uma população normal (BISPO; STEAR, 

2003;VIEIRA, 2008). 
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 O primeiro relato de resistência a anti-helmínticos utilizados contra 

nematóides gastrintestinais de ovinos foi com o tiabendazol (DRUDGE et al., 1964). 

Logo a resistência disseminou-se pelo mundo inteiro (WALLER et al. 1995; WALLER 

et al., 1996; CHARTIER et al., 1998). Para o Brasil, o primeiro trabalho de 

resistência a anti-helmínticos foi em ovinos no Rio Grande do Sul, ao tiabendazole 

(DOS SANTOS; GONÇALVES, 1967). Atualmente a resistência tem sido 

comprovada a demais anti-helmínticos de largo espectro, como a ivermectina, 

moxidectina, albendazol, levamisol, closantel, monepantel, trichlorfon, salicilanilidas 

e substitutos fenólicos (ALMEIDA et al., 2010; CHANDRAWATHANI et al., 2013; 

MOLENTO et al., 2013; VAN DEN BROM et al., 2015). 
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Grupos de anti-helmíticos Mecanismos de ação Mecanismos de 
resistência 

Referência 
Bibliográfica 

Benzimidazóis (tiabendazol,albendazol, 
febendazol, mebendazol, oxfendazol, 

oxibendazol) e pró-
benzimidazóis(febantel, tiofanato, 

netobimim) 

Inibe a formação de 
microtúbulos do parasito. 

Está associada com a 
seleção de alelos 

específicos de um ou 
dois isótipos diferentes 

da ß-tubulina 

Martin, 
(1997);Jasmer et 
al, (2000); Bruce, 

(1987). 

Imidotiazóis (tetramisol e levamisol) 

agonistas de receptores de 
acetilcolina e provocam 
contração muscular e 

paralisia 

Alteração farmacológica 
dos receptores de 

acetilcolina 

Sangster, (1999); 
Lanusse, (1996); 

Köhler, (2001) 

Tetrahidropirimidinas (pirantel e morantel) 

agonistas de receptores de 
acetilcolina e provocam 
contração muscular e 

paralisia 

Alteração farmacológica 
dos receptores de 

acetilcolina 

Lanusse, (1996); 
Martin, (1997); 
Köhler, (2001) 

Salicilanilidas (rafoxanida, oxiclozamida e 
closantel) 

desacoplador da fosforilação 
oxidativa, Não encontrado Martin, (1997); 

Lactonas microcílicas (nemadectina, 
moxidectina, abamectina, ivermectina e 

doramectina) 

Causam paralisia deletéria ao 
abrir os canais de cloro com 

portão glutamato. Outro efeito 
é a supressão dos processos 

reprodutivos. 

Pode estar associada à 
mudanças fisiológicas 

no sítio de ligação desta 
droga no músculo 

faringeal.Outro fator. as 
P-glicoproteínas. 

Sangster; Gill, 
(1999); Martin, 

(1997);  
Sangster, (1999); 
Campbell et al., 

(1983). 

Organofosforados (triclorfon e haloxon) Inibição da acetilcolinesterase 
do parasito. 

Maior atividade ou 
produção de esterases 

inespecíficas e 
diminuição da 

sensibilidade da 
acetilcolinesterase. 

Bracco et al. 
(1997). 

Tabela I: Principais princípios ativos de drogas anti-helmínticas comerciais e seus mecanismos de ação e de resistência em 
H. contortus. 
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 Visando diminuir ou sanar os problemas da resistência parasitária, é 

importante o uso de práticas de manejo integradas e controle estratégico (GOUVEIA 

et al., 2013) como exemplo, o método seletivo de controle, o FAMACHA®, refere-se 

a um cartão que apresenta cinco cores, que correspondem ao grau de coloração da 

mucosa ocular, tem como finalidade de identificar animais anêmicos inaptos a tolerar 

a haemoncose (MOLENTO et al.,2013), esse grupo será tratado, deixando sem 

tratamento aqueles que não apresentam anemia clínica. Assim, a pressão de 

seleção para a resistência aos anti-helmínticos será menos intensa (VAN WYK et al., 

1997; VATTA et al., 1999). 

 Outras alternativas de controle utilizadas são: a fitoterapia, que consiste na 

utilização de compostos bioativos com propriedades anti-helmínticas (MOLENTO et 

al., 2013); a homeopatia, que mesmo muitas não controlando a população de 

parasitas, torna-os mais tolerantes à infecção (VERÍSSIMO, 2008); também o 

controle biológico, por fungos nematófagos (ASSIS et al., 2005; MELO et al. 2003); o 

pastejo alternado e rotacionado de pequenos ruminantes e bovinos, partindo do 

principio da especifidade parasitária dos nematoides e seus hospedeiros, no qual 

grande parte das larvas infectantes para caprinos e ovinos quando ingeridas por 

bovinos não conseguem estabelecer infecção (FERNANDES et al., 2004) e mais 

recentemente a utilização de vacinas, seja por antígenos naturais oriundos do 

próprio parasita (ARUNKUMAR, 2012; SCHALLIG; VAN LEEUWEN; HENDRIKX, 

1994), ou antígenos ocultos, ou seja, que não interagem com o sistema imune do 

hospedeiro (KNOX et al., 2003), como o complexo H11 (uma proteína 

aminopeptidase), H-gal-Gp (molécula nativa com peso molecular estimado em cerca 

de 1.000 kDa composta por vários peptídeos), e a Barbervax® que é a primeira 

vacina de subunidade disponível comercialmente (KABAGAMBE et al., 2000). 

2.4 Lectinas vegetais 

 O estudo com lectinas de plantas datam de 1888 quando Stillmark descreveu 

o efeito tóxico de sementes de Ricinus communis (Ricina), conhecida popularmente 

como mamona. Stillmark associou a capacidade hemaglutinante ao fator proteico 

tóxico da ricina (SHARON; LIS, 2004). 
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 Embora sua abundância em muitas plantas, as lectinas vegetais não 

apresentam seu verdadeiro papel fisiológico claramente definido. Entre algumas 

funções propostas estão: armazenamento ou transporte de carboidratos em 

sementes, inibição do crescimento de fungos (SHARON & LIS, 1989) e atividade 

inseticida (TRIGUEROS et al., 2003). Essas proteínas têm sido amplamente 

estudadas, compreendendo as famílias, Leguminosae, Gramineae, Algae, 

Euphorbiaceae, entre outras, onde a família Leguminosae, apresenta a maior 

quantidade de proteínas isoladas, principalmente das sementes (PRAKASHKUMAR 

et al.,1998; LORIS et al.,1998; OLSNES, 2004).  

 As lectinas mostram efeito tóxico em relação à nematóides gastrointestinais 

podendo então ser uma adição útil às estratégias de controle destes 

parasitas(GRANT, 1999).Em trabalhos realizados porRios-de-Álvarez et al., (2012), 

foi observado que as Lectinas, fitoemaglutinina E3L, aglutinina de gérmen de trigo e 

a concanavalina A foram capazes de inibir a alimentação das larvas dos nematóides 

gastrintestinais de ovinos e caprinosTeladorsagia circumcincta, H. contortus e 

Trichostrongylus colubriformis. 

Estudos demonstram que algumas lectinas vegetais se mantém ativas mesmo 

após o processo de digestão dos ruminantes (GRANT, 1999). Logo, elas podem 

apresentar efeito antiparasitário sobre as larvas em desenvolvimento nas fezes, uma 

vez que é maior o tempo de contato entre a lectina e o parasita. Assim, o uso de 

lectinas vegetais com tais propriedades pode complementar ou substituir o uso de 

anti-helmínticos (RÍOS-DE-ALVAREZ et al, 2012). 

2.4.1 Lectina das sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr) 

 A ConBr é uma lectina extraída da Canavalia brasliensis (conhecida 

popularmente como “Feijão-bravo-do-Ceará”), uma leguminosa da flora brasileira 

(Foto 1), pertence a subtribo Diocleinae, é composta por uma lectina com 

especificidade para manose/glicose e apresenta 99% da seqüência de aminoácidos 

idêntica a seqüência de Canavalia ensiformis (ConA), a lectina mais bem descrita 

literatura. (CAVADA et al., 2001).  
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 Essa lectina pode ser isolada por cromatografia de afinidade, usando uma 

coluna com matriz de Sephadex G-50. Apresenta sua estrutura tridimensional na sua 

forma nativa (fig.2) e complexada com diversos ligantes descrita e depositada no 

Protein Data Bank (PDB). Suas atividades biológicas têm sido investigadas em 

diversos modelos experimentais (CAVADA et al., 2001). Dentre essas atividades 

estão, a redução do tamanho de lesões em camundongos BALB/c infectados por 

leishmaniose, e a indução na produção de IFN-γ (BARRALNETO et al., 1996), 

produção de óxido nítrico in vitro e in vivo (ANDRADE et al., 1999) e indução de 

apoptose celular (BARBOSA et al., 2001). 

 A ConBr também apresenta efeito na indução de células Th1 para um 

antígeno específico de imunização contra Leishmania amazonensis. Em um trabalho 

utilizando mais duas lectinas, a PAA (Pisum arvense) e KM+ (Artocarpus interifoliga), 

verificou-se redução no número de parasitas e alta resposta inflamatória (TEXEIRA 

et al., 2006). Outro trabalho mostrou que a ConBr é capaz induzir a sintese de 

proteases com atividade colagenolítica no processo de cicatrização das lesões 

 

Figura 2. Parte vegetativa de Canavalia brasiliensis, com flores e frutos e estrutura tridimensional 
em sua forma nativa. (A) Canavalia brasiliensis, (Família Leguminosae, tribo Phaseoleae, subtribo 
Diocleinae).Fonte:http://indonesia.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html/Canavalia_brasiliensi
s.htm. (B) Estrutura tridimensional, da lectina ConBr. Fonte: http://www.rcsb.org/structure/1AZD. 
 

 

B A 
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cutâneas, assim, interferindo no processo cicatricial (SILVA et al., 2009). Batista et 

al. 2017 observaram que a ConBr e a CFL (Cratylia argentea) apresentam 

propriedades imunomoduladoras benéficas no controle de células infectadas por 

Salmonella enterica. 

Até o momento, ainda são poucos os estudos voltados à análise de 

propriedades anti-helmínticas contra nematóides gastrintestinais nas lectinas 

vegetais, mais precisamente, apenas cerca de cinco trabalhos foram encontrados na 

literatura, (SALLES et al., 2014; LIÉNARD et al., 2011; RÍO-DE-ALVAREZ et 

al.,2012a; RÍO-DE-ALVAREZ et al.,2012b;SILVA et al., 2018)  nessa perspectiva é 

relevante avaliar a ação da lectina ConBr sobre H. contortus, uma vez que além de 

auxiliar na compreensão acerca dos mecanismos de ação, poderá colaborar na 

elaboração de produtos com efeitos antiparasitários, podendo ser adotado como 

novo método de controle deste nematóide. 

2.5 Glicanos de parasitas (colocar imagens e flar mais de interação) 

São muitos os trabalhos que relatam a presença de glicanos nas superfícies 

de nematóides gastrointestinais, utilizando lectinas marcadas ( BONE; BOTTJER, 

1985 ; PALMER; McCOMBE, 1996 ; JURASEK et al., 2010 ; HILLRICHS et al., 

2012 ). Nestes trabalhos, as lectinas, Concanavalina A (ConA), a aglutinina Lens 

culinaris (LCA), aglutinina Maclura pomifera (MPA), aglutinina de amendoim (PNA) 

e aglutinina Pisum sativum (PSA) foram ligadas à superfície dos ovos de nematoides 

tricostrongilídeos, sugerindo a presença de glicanos contendo glicose, manose e 

galactose (SALLES et al., 2014). De acordo com Reason et al, (1994), os parasitos 

sintetizam esses glicanos para servir de mecanismo de defesa e sobrevivência, 

assim, conseguem regular e suprimir a resposta imune do hospedeiro.  

A caracterização dos glicanos de parasitas tem sido alvo de inúmeras 

pesquisas, com intuito de que tais informações possam servir para nortear a 

elaboração de vacinas e novos meios de diagnosticar essas doenças.  A exemplo, 

larvas de nematóides parasitas como Toxocara canis e T. cati possuem 

glicoconjugados antigênicos, esses glicanos são trissacarídeos O-metilados com 

resíduos 2-O-metil fucosil e galactosil. Trichinella spiralis , um nematóide intestinal, 
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produz muitas glicoproteínas imunogênicas que possuem um glicano incomum, o 

Tivelose (3,6-didesoxi-D-arabino- hexose), é antigênico identificado pelos anticorpos 

de animais infectados. A alta imunidade a essa molécula, confere imunidade 

protetora, que consequentemente resulta na eliminação das larvas invasoras do 

intestino. O mesmo é observado para H.contortus, a imunidade protetora por 

anticorpos contra antígenos de glicanos ainda não caracterizados dessa espécie 

(VARKI et al., 2009). 

Estudar a interação lectina-glicano é extremamente relevante e muito do que 

se sabe sobre a estrutura e biossíntese de glicanos de nematóide, não vem de 

espécies parasitas, mas do modelo do nematóide do solo, Caenorhabditis elegans 

(PASCHINGER, et al. 2008), estudos revelam que, a ligação à glicanos da superfície 

do epitélio intestinal de C. elegans, causa inibição no desenvolvimento larvar 

podendo levar à morte do nematóide (BUTSCHI et al., 2010). Segundo Paschinger e 

Wilson (2015), algumas estruturas de glicanos desse nematóide, também foram 

encontrados em H. contortus, sugeriram através de análise por HPLC a presença de 

glicanos tricofucosilados. 

Nesse contexto, diante da susceptibilidade dos nematóides à proteínas, 

aumentam-se as chances de as  lectinas ou anticorpos anti-glicanos possam servir 

como potentes agentes antiparasitários ( BUTSCHI, et al., 2010; SCHUBERT, et al.; 

2012), o que é relevante para a engenharia de linhas celulares capazes de imitar N-

glicanos de parasitas por meio de docking molecular na elaboração de proteínas 

recombinantes como candidatos a vacina. 

2.6 Docking molecular 

Docking ou modelagem molecular, é uma ferramenta computacional, para 

construir e manipular elementos estudados. Consiste na reprodução estrutural mais 

próxima do que se acredita ser o real, tem por base um conjunto de cálculos, assim, 

aliando a química teórica representada por algoritmos matemáticos com a 

computação gráfica para o manuseio dos resultados obtidos, facilitando a 

compreensão da ligação entre a estrutura e bioatividade (BIELSKA et al., 2011). 
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 A docagem tornou-se ferramenta essencial na elaboração de protocolos 

distintos para o desenvolvimento de fármacos, sendo um método bastante 

tradicional em pesquisas de química medicinal (YURIEV; RAMSLAND, 2013; 

KELLENBERGER et al.,2004).  

 Essa ferramenta é extremamente útil para modelar a interação entre 

pequenos ligantes e uma proteína no nível atômico, dessa forma, permitindo 

compreender as características e o comportamento dessas moléculas, além de 

como se dá essa relação, e esclarecer mecanismos bioquímicos essenciais 

(MCCONKEY; SOBOLEV, 2002). 

 São muitos os trabalhos que se utilizam dessa ferramenta computacional e 

exibem sucesso. Por exemplo, foi verficado com auxílio de docking molecular a 

elucidação de interações entre o ácido indol-3-acético (AIA) com uma lectina 

de sementes de Canavalia maritima, exibindo uma nova função para as lectinas em 

fisiologia vegetal (DELATORRE et al., 2013). Em outro trabalho utilizando a 

docagem foi possível observar que lectinas relacionadas com a aglutinina 

de Galanthus nivalis (GNA) como Yucca filamentosa e Polygonatum cyrtonema, 

poderiam atuar como drogas que previnem a infecção pelo vírus H1N1 via ligação 

competitiva (XU et al., 2012). Abrante, et al., 2013, mostrou por docking molecular 

que uma lectina de Acacia farnesiana apresenta um possível mecanismo 

antiinflamatório na inflamação induzida pela interação com carragenina. 

 Nesse contexto, é relevante verificar o efeito anti-helmíntico da lectina 

Canavalia brasiliensis (ConBr) contra o H. contortus e avaliar uma possível ligação 

da ConBr com os glicanos desse parasita por meio de docking molecular, assim, 

auxiliando como bases referenciais para trabalhos posteriores, caracterizando o 

comportamento da interação entre essas moléculas, além de poder auxiliar em uma 

possível elaboração de fármacos com efeitos antiparasitários. 
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3.OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 
Investigar o efeito anti-helmíntico da lectina das sementes Canavalia 

brasiliensis (ConBr) contra o H. contortus e avaliar uma possível interação da ConBr 

com glicanos desse parasita por meio de docking molecular. 
3.2 Objetivos Específicos 

 Purificar a lectina das sementes de C. brasilienses. 

 Realizar a inibição da atividade hemaglutinante. 

 Avaliar o efeito da lectina na eclodibilidade de ovos, desembainhamento e 

desenvolvimento de H. contortus. 

 Realizar docking molecular da lectina com glicanos de H. contortus. 
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Este capítulo apresenta o artigo “Structural analysis and anthelmintic activity of 
Canavalia brasiliensis lectin reveal molecular correlation between the 
carbohydrate recognition domain and glycans of Haemonchus contortus", doi: 
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Abstract 

Haemonchus contortus is one of the most economically important parasites infecting small 

ruminants worldwide. This nematode has shown a great ability to develop resistance to 

anthelmintic drugs, calling for the development of alternative control approaches. Because 

lectins recognize and bind to specific carbohydrates and glycan structures present in parasites, 

they can be considered as an alternative to develop new antiparasitic drugs. Accordingly, this 

work aimed to investigate the anthelmintic effect of Canavalia brasiliensis (ConBr) lectin 

against H. contortus and to evaluate a possible interaction of ConBr with glycans of this 

parasite by molecular docking. ConBr showed significant inhibition of H. contortus larval 

development with an IC50 of 0.26 mg mL-1. Molecular docking assays revealed that glycans 

containing the core trimannoside [Man(α1-3) Man(α1-6)Man] of H. contortus interact in the 

carbohydrate recognition domain of ConBr with an interaction value of MDS = -248.77. Our 

findings suggest that the inhibition of H. contortus larval development is directly related to 

the recognition of the core trimannoside present in the glycans of these parasites. This work is 

the first to report on the structure-function relationships of the anthelmintic activity of plant 

lectins. 

 

Keywords: ConBr; molecular docking; core trimannoside; parasite; anthelmintic activity. 
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1. Introduction 

Haemonchus contortus, a common nematode infecting small ruminants, is considered 

one of the most economically important parasites worldwide [1,2]. In recent years, the 

resistance of these parasites to anthelmintic drugs has increased, owing to the continuous use 

of the same drug and use of anthelmintics in suboptimal doses [3].  

Therefore, the anthelmintic resistance in H. contortus increases the need to develop 

new intervention strategies. Insights into the biological processes of H. contortus at the 

molecular level might identify key molecules as new drug targets, contributing to the 

development of alternative control drugs [4,5].  

In this context, the glycans of parasites have attracted attention by their unusual 

structures and their potential roles in immunomodulation and protective immunity, as target 

molecules for antiglycan antibodies or lectins with antiparasitic effects [6]. 

Lectins are carbohydrate-binding glyco/proteins that are capable of agglutinating cells 

without enzymatic activity toward carbohydrate or glycoconjugates [7]. Thus, lectins play a 

role in immunology and glycobiology where they are used to agglutinate cells and identify 

complex carbohydrates and glycoconjugates, but lectins have also been shown to mediate 

diversified biological functions like cytotoxicity, complement activation, cell-to-cell and host-

pathogen communications, innate immune responsiveness, and cell-to-cell signaling [8]. 

The binding of lectins to carbohydrates is noncovalent and reversible, involving 

hydrogen bonds, hydrophobic, electrostatic and van der Waals interactions and dipole 

attraction [9]. The binding of monosaccharides (i.e. mannose, glucose, and galactose) and 

disaccharides (sucrose and lactose) to a lectin is relatively weak, with dissociation constants 
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in the millimolar or micromolar range. On the other hand, interactions of multivalent lectins 

with complex, branched carbohydrates (i.e. fetuin, asialofetuin, mucin and high-mannose 

glycans) containing multiple epitopes result in high-avidity binding with nanomolar or even 

picomolar dissociation constants [10]. This makes these proteins ideal molecular tools for the 

study of protein-glycan interaction of various parasites [11].  

ConBr is a lectin with an affinity for mannose/glucose isolated from the Brazilian bean 

C. brasiliensis. ConBr shares primary carbohydrate recognition specificity with other legume 

plant lectins from the genus Canavalia, and the amino acid sequence displays 99% homology 

with ConA, the lectin of Canavaliaensiformis seeds [12,13]. Despite the structural similarity 

among these lectins, ConBr exerts biological effects different from those of ConA [14]. 

Therefore, further studies are needed to better understand the action of these lectins on 

different cell surfaces.  

This work aimed to investigate the anthelmintic effect of Canavaliabrasiliensis 

(ConBr) lectin against H. contortus and to evaluate a possible interaction of ConBr with 

glycans of this parasite by molecular docking.  

2. Material and Methods 

2.1. Protein purification 

Seeds from C. brasiliensis were ground to a fine powder in a coffee mill, and the 

soluble proteins were extracted at 25 ºC by continuous stirring with 0.15 M NaCl [1:10 (w:v)] 

for 4 h, followed by centrifugation at 10,000 x g at 4 ºC for 20 min. Protein purification was 

carried out by the affinity chromatography protocol, as previously described by Moreira and 
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Cavada [15], using a Sephadex G-50 column (2 x 10 cm). This fraction (C. brasiliensislectin - 

ConBr) was freeze-dried and purity-tested by SDS-PAGE [16].  

2.2. Hemagglutination activity and inhibition assays 

Hemagglutination assays were carried out as described elsewhere [17] using serial 

dilutions with rabbit erythrocytes, either native or treated with proteolytic enzymes (trypsin or 

papain). Results were expressed in hemagglutinating units (HU), with one HU being defined 

as the smallest amount (mg) of protein per mL capable of inducing visible agglutination. 

Lectin carbohydrate-binding specificity was defined as the smallest sugar concentration 

capable of fully inhibiting agglutination. Two-fold serial dilutions (initial concentration: 100 

mM) of D-glucose, D-galactose, D-mannose, L-fucose, L-rhamnose, α-lactose, β-lactose and 

saccharose were prepared in 150 mMNaCl. Lectin (4 HU) was added to each dilution. 

2.3. Molecular docking 

The crystal structure of ConBr monomer (PDB code 3JU9) [18] and ConA monomer 

(PDB 1CVN) [19] were used for all docking simulations. The three-dimensional structure of 

the core trimannoside [Man(α1-3)] Man(α1-6) Man of the H. contortus glycan was drawn 

using the online software PRODRG [20]. Molecular docking analysis was performed with 

Molegro using the MolDock method [21]. MolDock is based on a search algorithm combining 

differential evolution with a cavity prediction algorithm. The program takes hydrogen bond 

directionality into account as an additional term in the docking scoring function. A re-ranking 

procedure was added to increase docking accuracy. A MolDock Score (MDS) was calculated 

using the scoring function. Grid resolution was 0.30 Å with radius of 15 Å. The search 

algorithm used was MolDock Optimizer with default settings. The number of runs was 10, 

and the maximum number of interactions was 2000. The population size and maximum 
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number of poses were 200 and 10, respectively. Protein–ligand interaction energy was 

expressed in the form of the MDS in arbitrary units. Amore negative value reflects a stronger 

interaction. The MDS was calculated with the following equation: MDS = Einter+ Eintra, where 

Einter is the ligand–protein interaction energy [21]. 

 

Polar interactions were analyzed with the CCP4 software CONTACT [21], adopting 

the cutoff distances of 3.2 Å. All figures and superposition were performed with thePyMOL 

program [23]. 

2.4. Biological assays 

2.4.1 Obtaining nematodes 

A strain of H. contortus was maintained in sheep which were fed with hay, 2% live 

weight of balanced ration (20% of protein), and water ad libitum. This experiment was 

approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation of UFMA, Brazil under 

protocol number 23115.005443/2017-51. 

Fresh feces from sheep artificially infected with H. contortus were macerated, washed 

with distilled water and passed through 1 mm, 105 µm, 55 µm and 25 µm graduated screens. 

The eggs were suspended in saturated saline and then washed with distilled water [24]. 

To obtainH. contortus L3 larvae, feces from lambs artificially infected were 

macerated, placed in glass beakers and incubated at 27°C for 15 days. After that, the beakers 

were then filled with warm water, the contents poured into a Petri dish, the L3 larvae allowed 

to migrate, and storage set at 6°C [25, 26]. 

𝑬𝒊𝒏𝒕𝒆𝒓 = ෍ ෍ ቈ𝑬𝑷𝑳𝑷൫𝒓𝒊𝒋൯ + 𝟑𝟑𝟐.𝟎 𝒒𝒋 𝒒𝒋𝟒𝒓𝒊𝒋𝟐 ቉𝒋∈𝒍𝒊𝒈𝒂𝒏𝒅𝒊∈ 𝒍𝒊𝒈𝒂𝒏𝒅  



52 
 

2.4.2. Egg hatch test 

ConBr was diluted in PBS (pH 7.2) with six serial dilutions at 50% and 1.2 mg mL-1 

as initial concentration. Approximately 100 eggs well-1 were placed in 96-well plates with 

different concentrations (four replicates) and incubated for 48 hours (27 ºC, relative humidity 

> 80%). For the control, eggs were incubated with the same buffer used to dissolve ConBr. 

Eggs and larvae were counted in an inverted microscope [27]. 

2.4.3. Larval exsheathment test 

ConBr was diluted in PBS (pH 7.2) with six serial dilutions at 50% and 1.2 mg mL-1 

as initial concentration, followed by the addition ofH. contortus L3 and incubation at 21 ºC 

for 3 hours. Initially, H. contortus larvae (L3) were subjected to the exsheathment process by 

contact with sodium hypochlorite solution (2%). After sieving, the larvae were centrifuged in 

distilled water for 5 minutes at 407 x g, and the supernatant was removed. The larvae were 

resuspended in distilled water and centrifuged. This process was repeated twice, until all 

sodium hypochlorite solution was removed. L3 exsheathmentwas counted. The same buffer 

used to dissolve ConBr was also used for the control [28].  

2.4.4. Larval development test 

H. contortus eggs were obtained, as previously described. One hundred eggs well-1 

(100 µL) were added to a 96-well plate and incubated at 27 ºC for 24 hoursto obtain first-

stage larvae (L1). Forty µL of solution containing Escherichia coli (autoclaved E. coli) 0.11 

mg mL-1, NaCl 2.24 mg mL-1, yeast extract 2.8 mg mL-1, amphotericin B (Sigma A2942) 

0.018 mg mL-1 and 2.8% of Earle’s solution (Sigma E7510) were added in all wells. 

ConBrwas diluted in PBS (pH 7.2) with six serial dilutions at 50% and 0.5 mg mL-1 as initial 
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concentration. Four replicates of each concentration were added in all wells and incubated at 

27 ºC for six days. After that, L1 and L3 were counted under an inverted microscope [29]. 

2.5 Data analysis 

The data were initially transformed to Log(X) and normalized, followed by calculation 

of nonlinear regression to get the IC50 (50% inhibition concentration) and confidence limits 

(CLs) of each compound in the egg hatch test (EHT), larval development test (LDT), and 

larval exsheathment test (LET), usingGraphPad Prism 7.0 software [30]. 

3. Results 

3.1. Purification and carbohydrate affinity 

ConBr was purified, as described by Moreira and Cavada [15]. The chromatogram 

showed two peaks, the first (PI) corresponding to unbound protein fraction and the second 

(PII) corresponding to the retained protein fraction (Fig. 1A). In SDS-PAGE, PII showed 

three bands (Fig. 1B), the first band corresponding to α-chain (25.5 kDa), the second to β-

chain (14 kDa), and the third to γ-chain (12 kDa) of ConBr.  

The inhibition of hemagglutinating activity showed that the lectin has an affinity for 

glucose and mannose with minimum inhibitory concentrations of 50 and 25 mM, respectively, 

and that no affinity was presented for the other carbohydrates tested, as described in Table I. 

3.2. In vitro tests against H. contortus 

ConBr at the concentration of 1.2 mg mL-1 did not inhibit H. contortus egg hatch or 

larval exsheathment. However, it did show significant inhibition of H. contortus larval 

development with an IC50 of 0.26 mg mL-1 (Fig. 2). 

3.3. Molecular docking 
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After molecular docking, a possible interaction of ConBr with the core 

trimannosideMan(α1-3) Man(α1-6) Man present in the glycan (Man3GlicNac3fuc3) of H. 

contortus was verified. The ligand anchored in the carbohydrate recognition domain (CRD) 

giving an interaction value of MDS = -248.77 (Fig. 3A, Table II), which indicates favorable 

energy for the binding of the core trimannoside in theCRD of ConBr. 

The core trimannoside presented interactions with amino acid residues that comprise 

the CRD of ConBr. The Man(α1-3) residue showed polar interactions with the amino acid 

residues Pro13, Thr15 and Asp16. The Man(α1-6) residue showed polar interactions with the 

amino acid residues Asn14, Leu99, Tyr100, Asp208 and Arg228, and the Man residue 

showed interactions with the amino acid residues Tyr12 and Asp12 (Fig. 3B). All distances 

from the interactions are described in Table III.The superposition analysis of ConBr CRD 

obtained in docking revealed a high structural similarity with the crystal structure of ConA 

complexed with trimanoside (PDB code 1CVN) (Fig 4). 

4. Discussion 

Lectins are proteins that present biological activities against various organisms, 

including viruses [31], bacteria [32], fungi [33], insects [34] and parasites [8].  To elicit these 

biological responses, it is necessary that lectins selectively bind carbohydrate moieties of the 

glycoprotein exposed at the cell surface [35].  

In recent years, many studies have reported on the potential antiparasitic property of 

plant lectins [8]. ConBr, in addition to presenting activity against H. contortus, as described in 

this study, also has a protective effect in vivo against Leishmaniaamazonensis [36], indicating 

that this lectin is important in the study of parasitic diseases. 
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Other lectins have also been described to have potential antiparasiticproperties against 

H. contortus. For example, Heim and coworkers [37] demonstrated that lectins from the fungi 

Coprinopsiscinerea (GlcNAc-β1,4-Fuc-α1,3-binding), Aleuriaaurantia (fucose-binding) and 

Marasmiusoreades (Galα1,3Gal/GalNAc-binding) all inhibited the development of H. 

contortus. In addition to fungi, other studies have described the effect of plant lectins, 

includingPhaseolus vulgaris (GlucNac-binding), Canavaliaensiformis (Gluc/Man-binding), 

Dolichos biflorus, and Triticum vulgare (GlucNac-binding), against the development and 

infection in vivo and in vitro of H. contortus, Schistosomamansoni, and Eimeriatenella, 

respectively [38-40]. 

All biological activities described for lectins are directly related to lectin-carbohydrate 

recognition of the glycans of cell surfaces [35]. ConBr presented higher affinity for mannose 

carbohydrate, which is the major residue present in glycans of some nematode, such as 

Caenorhabditis elegansand H. contortus [41,42], suggesting that the effect of ConBr on the 

inhibition of H. contortus development may be related to the recognition and interaction of 

this carbohydrate in the parasite. Haslam and coworkers [43] described the structure of an H. 

contortus N-glycan (Man3GlcNAc2Fuc1-3) containing one core formed by the three mannose 

moleculesMan(α1-3)Man(α1-6)Man. Therefore, the susceptibility of nematodes to proteins 

targeting epitopes containing carbohydrate, together with the elucidation of glycan structures, 

suggests that lectins may be effective against nematodes [6].   

Molecular docking was performed to evaluate the binding of ConBr to the H. 

contortus core trimannoside, and the results indicated interaction of the parasite glycan with 

the amino acid residues of the CRD of ConBr (Fig. 3). In silico studies of the lectin-
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carbohydrate interaction pattern have been used to describe possible mechanisms of action of 

plant lectins in several study models [44-47]. 

Crystallographic structures of some plant lectins complexed with dimannosides, 

trimannosides and oligosaccharides of interest were solved in order to better understand some 

biological activities of lectins [48-50]. The lectin extracted from the Canavaliaensiformis 

seeds (ConA) is an example of a lectin, the structure of which, when complexed with 

trimannoside, shows activity against H. contortus, as well as other gastrointestinal nematodes, 

such as Trichostrongyluscolubriformis and Teladorsagiacircumcincta [38]. Performing a 

superposition analysis of ConBr structure obtained in molecular docking with ConA (PDB 

code 1CVN) [19], it was observed that the orientation of the binding of the core trimannoside 

in the CRD of ConBr is similar to that obtained in the ConA crystal structure (Fig. 4) and 

Kavalues for ConA and ConBr–coretrimannoside interaction is about 10-4 M-1(Table II) [51], 

thus corroborating with our results obtained in molecular docking.  

The interactions of the O4 and O6 atoms in the Man(α1-6) residue with the Asp208 

residue of ConBr (Table III) are indispensable for the formation of the first binding in the 

CRD of ConA-like lectins [52]. Despite that, all N-glycans share a common carbohydrate 

core: Manα1–6(Manα1–3) Manβ1–4GlcNAcβ1–4GlcNAcβ1-Asn-X-Ser/Thr. These 

molecules have variations in their structures and are classified into three types: (1) 

oligomannose, in which only mannose residues are attached to the core; (2) complex, in 

which “antennae” initiated by N-acetylglucosaminyltransferases (GlcNAcTs) are attached to 

the core; and (3) hybrid, in which only mannose residues are attached to the Manα1–6 arm of 

the core, and one or two antennae are on the Manα1–3 arm [10].  
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In conclusion, our findings revealed that C. brasiliensis lectin (ConBr) inhibits H. 

contortus development in vitro, and through the in silico approach, we suggest that the 

inhibition of development is directly related to the recognition of the core trimannoside 

present in the N-glycans of these parasites. Consequently, these data are important with 

respect to the preparation of recombinant proteins able to interact with N-glycans of H. 

contortus. 
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FIGURE AND TABLE LEGENDS: 

Table I. Inhibitory effect of monosaccharides and disaccharides on ConBr 

hemagglutinating activity. 

Table II. Moldock score (MDS) and isothermal titration microcalorimetry (ITC) data of 

core trimannoside on ConBr and ConA lectins. 

Table III. Polar contacts between ConBr and core trimannoside glycan of Haemonchus 

contortus. 

Fig. 1.ConBr purification by affinity chromatography (A) Chromatogram of 

Canavaliabrasiliensis crude extract in Sephadex G-50 column. (B) SDS-PAGE. Lane 1: 

Molecular mass markers (phosphorylase b, 97 kDa; bovine serum albumin, 66 kDa; 

ovalbumin, 45 kDa; carbonic anhydrase, 29 kDa; trypsin inhibitor, 20.1 kDa and α-

lactalbumin, 14.4 kDa); Lane 2: PII. 

Fig. 2. Inhibitory effect of ConBr on the development of Haemonchus contortus. The graph 

shows the inhibition of development of H. contortus larvae at different concentrations of 

ConBr. L1 and L3 stages were quantified relative tothe respective untreated control. Bars 

represent the means of three independent experiments. Error bars indicate the standard 

deviations. Half inhibition concentration(IC50) in mg mL-1, confidence limits (CL) and 

coefficient of determination (R2) were added at the top of the graph.  
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Fig. 3. Molecular docking of ConBr with core trimannoside glycan of H. contortus. (A) 

Representation of the carbohydrate recognition domain of ConBr (light blue) complexed with 

core trimannoside (green). (B) Prediction of H-bonds and van der Waals interactions in the 

carbohydrate recognition domain. Distances in Å. 

Fig. 4. Carbohydrate binding site structural alignment of ConA-like lectins.ConBr (light blue) 

structural alignment with ConA (PDB code 1CVN) (yellow) complexed with core 

trimannoside. Green and yellow ligands are from the ConBr and ConA structures, 

respectively.  
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Table I. Inhibitory effect of monosaccharides and disaccharides on ConBr hemagglutinating 
activity. 

Carbohydrates MIC (mM)a 

D-Mannose 25  

D-Glucose 50 

D-Galactose  NIb 

L-Rhamnose  NI 

L-Fucose NI 

N-acetyl-D-glucosamine NI 

α-Lactose  NI 

β-Lactose NI 

Saccharose NI 

aMIC, minimum inhibitory concentration;  
bNI, carbohydrate not inhibitory below a concentration of 100 mM. 
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Table II. Moldock score (MDS) and isothermal titration microcalorimetry (ITC) data of 
core trimannoside on ConBr and ConA lectins. 

Lectins MDSa ITC b Ka (M-1 x 10-4) 

ConBr -248.77 36.6 

ConA -296.14 49.0 

aMoldock Score (MDS) = Einter + Eintra where Einter is the ligand protein interaction energy:  𝐸𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟 = ෍𝑖∈ 𝑙𝑖𝑔𝑎𝑛𝑑 ෍ ቈ𝐸𝑃𝐿𝑃൫𝑟𝑖𝑗 ൯ + 332.0 𝑞𝑗  𝑞𝑗4𝑟𝑖𝑗 2 ቉𝑗∈𝑙𝑖𝑔𝑎𝑛𝑑  
 

 
 bIsothermal titration microcalorimetry of ConBr and ConA [52] 
 

 

 

Table III. Polar contacts between the ConBr and core trimannoside glycan of H. contortus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Polar contacts with cutoff between 2.2 and 3.2 Å. 

 

 

Amino acids  Trimannoside Distances(Å)* 
 Man(α1-6)  

Asn14 ND2 O4 2.81 
Leu99 N 
Tyr100 N 

O5 
O6 

3.13 
3.08 

Asp208 OD1 O6 2.98 
Asp208 OD2 

Arg228 N 
O4 
O3 

2.72 
3.00 

 Man  
Tyr12 OH 
Asp16 OD2 

O4 
O2 

2.63 
3.20 

 Man( α1-3)  
Pro13 O 

Thr15 OG1 
Thr15 N 
Asp16 N 

O3 
O3 
O3 
O4 

2.88 
3.08 
2.83 
3.04 


