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RESUMO: A busca de novas alternativas, visando a
aplicacao biotecnologica é, hoje, uma preocupacao
mundial. Moléculas com atividade farmacolégicas
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e de baixo custo tém sido alvo de pesquisas
revelando resultados promissores na utilizacao
em seres humanos. Dentre as biomoléculas que
vém sendo investigadas com esse proposito,
estao as lectinas, proteinas ou glicoproteinas, de
distribuicao ubiqua na natureza. Embora sejam
descritas principalmente por possuirem atividade
hemaglutinante, as lectinas destacam-se como
moléculas promotoras de comunicacao entre
células do sistema imunol6gico, como reguladoras
da migracao celular, na captacao e apresentacao
de antigeno e na adesao celular. Este artigo
apresenta uma revisao sobre as origens, extracao,
purificacao, estrutura, propriedades e utilizacoes
das lectinas, em particular a lectina de Cratylia
mollis avaliada quanto a acao cicatrizante em
modelos experimentais desenvolvidos no Estado
de Pernambuco/Brasil.

PALAVRAS-CHAVE:
Aplicacoes

Lectinas, Cratylia mollis,

ABSTRACT: The search for
aimed at the biotechnological application is,

new alternatives,

today, a worldwide concern. Molecules with
pharmacological activity and low cost have been
the subject of research showing promising results
in use in humans. Among the biomolecules that
have been investigated for this purpose are the
lectins, proteins or glycoproteins, of ubiquitous
distribution in nature. Although they are mainly

described as having hemagglutinating activity,
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lectins stand out as molecules that promote communication between cells of the immune
system, as regulators of cell migration, in the uptake and presentation of antigen and in cell
adhesion. This paper presents a review on the origins, extraction, purification, structure,
properties and uses of lectins, in particular the lectin of Cratylia mollis evaluated for the
healing action in experimental models.

Key words: Lectins, Cratylia mollis, Applications

INTRODUCAO

0 uso indiscriminado de farmacos sintéticos no tratamento de diversas patologias
tem ocasionado problemas de hipersensibilidade humana, além de induzir a selecao de
patégenos multiresistentes. O termo “lectina” derivado do latim legere (selecionar) se refere
a uma classe de proteinas, largamente distribuidas na natureza, que aglutinam células,
precipitam polissacarideos ou glicoconjugados de estruturas similares ou distintas, e que
reconhecem carboidratos livres ou ligados a superficies celulares através de sitios de
ligacao nos quais a hidrofobicidade € a principal forca de interacao (Kennedy et al., 1995;
Correia & Coelho, 1995).

De acordo com Beuth et al. (1995) os estudos sobre as propriedades das lectinas
foram relatados pela primeira vez em 1888 por Stillmark, que avaliando a toxicidade de
Ricinus communis (mamona), constatou que extratos dessa planta possuiam a capacidades
de aglutinar eritrocitos. Hellin em 1889, utilizando o extrato de Abrus precatorius (jequiriti)
encontrou resultados semelhantes de hemaglutinacao, denominando a proteina de abrina
(SHARON & LIS, 1987). Em 1954 o termo lectina foi empregado por Boyd & Shapleigh
para descrever aglutininas de grupos sanguineos especificos. Na década de 60, Nowell
relatou pela primeira vez a atividade mitogénica da lectina de Phaseolus vulgares (PHA).
Ja os estudos realizados por Aub et al. (1963) revelaram que a lectina isolada do germe de
trigo, Triticum vulgares (WGA) promove intensa aglutinacao e participa como mediadora em
transformacoes celulares.

Os trabalhos pioneiros nas areas de bioquimica, fisiologia e biologia molecular de
lectinas vegetais utilizaram as lectinas extraidas de leguminosas. A primeira lectina a ser
purificada e cristalizada foi a lectina de Canavalia ensiformis (ConA) por Summer & Howell
(1936). Em 1969, Inbar & Sachs, estudando a atividade das lectinas de C. ensiformes e
observaram uma acao preferencial na aglutinacao de células malignas. Estas pesquisas
impulsionaram estudos que visam desvendar as diversas atividades biologicas e aplicacao
farmacolégica das lectinas.

O propésito deste artigo € apresentar uma revisao geral das caracteristicas quimicas e
fisiologicas, bem como da aplicabilidade geral das lectinas de origem vegetal, em especial,
a lectina de Cratylia mollis alvo de iniUmeras pesquisas no Brasil que visa sua aplicacao
como agente terapéutico no tratamento de diversas enfermidades.
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ASPECTOS GERAIS SOBRE A EXTRACAO E PURIFICACAO DE LECTINAS

As lectinas apresentam uma distribuicao ubiqua na natureza, sendo encontradas
tanto em organismos procariotos como em eucariotos (Wang & NG, 2003). E fato que a
maioria das lectinas conhecidas foram isoladas de sementes, folhas (KONOZY et al., 2002),
cascas (SA et al., 2009), raizes (WU et al., 2000), flores (ITO, 1986), frutos (CHEUNG, WONG
& NG, 2009), bulbos e tubérculos (Rudiger et al., 2000). Sendo essas proteinas extraidas
principalmente de sementes de leguminosas (Bhattacharyya et al.,, 1990; Gegg et al.,
1992; Yamaguchi et al., 1993; Sharon & Lis 1995), onde sao acumuladas no periodo de
maturacao e desaparecendo apds a germinacgao. Representam cerca de 10% das proteinas
totais das sementes, entretanto o volume isolado € pequeno: variando entre 0,1-1 % deste
total (KONOZY et al., 2003).

A aplicacao de protocolos de purificacao de lectinas € relativamente facil e a sua
solubilidade em solucgodes fisioldgicas e agua favorece a aplicabilidade destas proteinas
em inUmeros estudos experimentais (LORIS, 2002; SHARON e LIS, 2004b; ALENCAR et al.,
2005; BHOWAL, GUHA & CHATTERJEE, 2005; PODOLSKY, 2006; VEGA & PEREZ, 2006;
OLIVEIRA et al., 2008; TSIVILEVA, NIKITINA & LOSHCHININA, 2008; SPRONG et al., 2009).

Lectinas sao proteinas capazes de reconhecer sitios especificos em moléculas e
ligar-se reversivelmente a carboidratos, sem alterar a estrutura covalente das ligacoes
glicosidicas dos sitios (Etzler, 1998). Assim o processo de purificacdo baseia-se em
caracteristicas como massa molecular, solubilidade, carga e afinidade especifica de ligacao
a carboidratos (CORREIA & COELHO, 1995).

Diversos parametros estao envolvidos no processo de extracao das lectinas como
a selecao da solucao extratora, temperatura e tempo (OSHIKAWA et al., 2000; MOURE,
SINEIRO & DOMINGUEZ, 2001). A preparacao obtida, conhecida como extrato bruto, é
entao avaliada quanto a concentracao protéica e utilizada como material primario para o
isolamento da proteina.

Métodos como a precipitacao seletiva de proteinas com sais (PAIVA & COELHO,
1992) ou elevadas temperaturas (BEZERRA, VIEIRA & CARVALHO JR, 2001) podem ser
empregados a partir do extrato bruto para fracionamento das lectinas. O sulfato de
amonio € o sal mais comumente utilizado no processo de fracionamento devido a sua alta
solubilidade (COELHO & SILVA, 2000).

O fracionamento salino € uma técnica utilizada comumente nos laboratérios
de extracao e purificacao de lectinas uma vez que o sal tem a capacidade de retirar a
camada de solvatacao existente ao redor das proteinas fazendo com que as mesmas
precipitem, processo este conhecido como salting-out. Uma ampla gama de lectinas
podem ser parcialmente purificadas por este processo. Mesmo apos longos periodos
de armazenamento a precipitacao com sulfato de amonio pode estabilizar a atividade
hemaglutinante da proteina (KENNEDY et al., 1995; COELHO & SILVA, 2000).

Segundo Kabir (1998) o processo de dialise pode ser empregado para separar as

lectinas de moléculas pequenas, utilizando para este fim uma membrana de celulose
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semipermeavel. Neste sentido as moléculas com dimensdes maiores (proteinas) ficam
retidas dentro do saco de dialise e as moléculas menores e os ions atravessam 0s poros
da membrana permanecendo na solugao.

Varios métodos cromatograficos podem ser empregados na purificacao de lectinas,
como por exemplo a cromatografia de filtracao em gel, de troca ibnica e cromatografia
de afinidade (REGO et al., 2002; COELHO & SILVA, 2000). Entretanto, em decorréncia da
propriedade de ligacao a carboidrato a cromatografia de afinidade em colunas contendo
suportes polissacarideos (CAVADA et al., 1998; MACHUKA et al., 1999; COELHO & SILVA,
2000) ou glicoproteinas (NOMURA et al., 1998; KAWAGISHI et al., 2001) tem sido a técnica
mais comumente empregada na separagao destas proteinas.

De acordo com a especificidade da lectina, podem ser utilizadas diferentes matrizes
de afinidade disponiveis comercialmente. A técnica se baseia na ligacao da lectina a
grupamentos quimicos especificos existentes no suporte insolavel, um exemplo é a ligacao
de lectinas que reconhecem glicose a Sephadex, matriz constituida por dextrana, que é
um biopolimero produzido pela agao bacteriana sobre a sacarose, formado por unidades
de glicose (BRAZIL & ENTLICHER, 1999). Esse biopolimero possui diferentes limites de
exclusao para lectinas especificas para glicose/manose ou seus derivados (CORREIA &
COELHO, 1995; CAVADA et al., 1998). A proteina desejada é obtida com alto grau de pureza,
alterando-se as condicoes de pH (DATTA et al., 2001), forca idnica (CHUNG et al., 2001) ou
através da eluicao com solucao contendo um competidor (LIMA et al., 1997).

Para lectinas com especificidade para N-acetil-D-glicosamina e seus oligossacarideos
ou derivados de quitina, podendo ser usada a quitina como matriz de afinidade (FREIRE
et al.,, 2002; WANG & NG, 2003); as lectinas especificas para galactose e seus derivados
podem ser purificadas utilizando agarose (NICOLSON & BLAUSTEIN, 1972); Sepharose
(ANURADHA & BHIDE, 1999), Sepharose tratada com acido (JIMBO et al., 2000), guarana
(COELHO & SILVA, 2000), bem como Sepharose conjugada com glicoproteinas (GERLACH
et al., 2002).

Na cromatografia de filtracao em gel ou exclusao molecular as moléculas podem
ser separadas através do tamanho. Através da cromatografia de troca idnica as proteinas
podem ser separadas em funcao de sua carga; em que as proteinas com carga negativa
(anidnicas) ligam-se a coluna de DEAE-Celulose, contendo carga positiva; as proteinas com
cargas positivas (catidnicas) ligam-se a coluna de CM-Cellulose de carga negativa.

Na caracterizacao estrutural das lectinas sao empregados métodos eletroforéticos
baseados no principio que uma molécula eletricamente carregada tera a capacidade de
se mover em um campo elétrico. Neste sentido a velocidade de migragao de uma proteina
esta na dependéncia direta da intensidade elétrica do campo, da carga liquida da proteina
e do coeficiente de atrito. As separacoes eletroforéticas sao quase sempre feitas em gel,
onde o0s sais de poliacrilamida sao escolhidos por serem quimicamente inertes e por ser
possivel controlar o tamanho dos seus poros (STRYER, 2004). A inclusao do detergente
sulfato sédico de dodecila (SDS) possibilita a desnaturacao da molécula protéica, sendo
entao possivel definir a massa molecular das subunidades (COELHO & SILVA, 2000).
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Através da espectrometria de massa ainda pode ser feita outra caracterizacao que
€ a determinacao da sequéncia de aminoacidos ou estrutura primaria da lectina e a
subsequente determinacao da homologia com outras proteinas (REGO et al., 2002).

No que diz respeito ao pH o equilibrio dimérico-tetramérico é responsavel por modular
a capacidade das lectinas de se ligar e agregar de forma especifica a determinadas
glicoproteinas e glicolipideos na superficie celular, deflagrando respostas celulares
distintas. Mesmo pequenas diferencas na estrutura primaria tém a capacidade de alterar
este equilibrio, resultando em diferentes consequéncias biologicas (CALVETE et al., 1999).

Isolectinas sao definidas como um grupo de proteinas intimamente relacionadas,
resultantes da expressao de diferentes genes, com estruturas semelhantes em uma
mesma espécie, e apresentam formas moleculares com mobilidade eletroforética
diferente. O termo isoforma foi proposto para lectinas pertencentes a mesma espécie,
cuja heterogeneidade de origem genética nao foi bem definida (Paiva & Coelho, 1992).
Técnicas como focalizacao isoelétrica, cromatofocalizacao ou cromatografia de interacao
hidrofébica podem ser utilizadas para a separacao de isoformas. Entretanto, a elucidacao
das diferengas estruturais das isoformas € um trabalho arduo, porém de fundamental
importancia na elucidacao de seu comportamento em diferentes sistemas biolégicos
(Souza etal., 2001, HOCHLEITNER et al., 2003).

COMO CLASSIFICAR AS LECTINAS?

Segundo CAVADA et al. (1993) apesar da similaridade de sua estrutura primaria, as
lectinas diferem com relacao a suas especificidades finas de interacao a carboidratos,
possuindo especificidade a monossacarideos, podendo interagir com acucares simples
ou com glicanas complexas encontradas nas glicoproteinas (DRICKAMER, 1995; WEIS &
DRICKAMER, 1996). Devido a esta habilidade, as lectinas ou hemaglutininas, apresentam
alto grau de especificidade em suas reacoes com grupos sangliineos do sistema ABO e MN
(Sharon & Lis, 1993). Esta interacao ocorre através de ligacoes de hidrogénio e interacoes
hidrofébicas em uma porcao limitada da molécula protéica denominada de Dominio de
Reconhecimento a Carboidrato (Kennedy et al., 1995; Nishimura et al., 2006;).

Cada molécula de lectina contém dois ou mais sitios de ligacao para carboidratos;
di ou polivalentes. As lectinas podem interagir com os aclcares da superficie das células
podendo originar uma ligagao cruzada levando a precipitacao (de polissacarideos,
glicoproteinas, peptidoglicanos, acido teicoico, glicofosfolipidios, etc.), fendbmeno este
denominado aglutinacao celular (Correia & Coelho, 1995; Mo, Winter & Goldstein, 2000).
A capacidade de aglutinar células (Figura 1) distingue lectinas de outras macromoléculas
ligantes de aglcares como as glicosidases e glicotransferases (Goldstein et al., 1980).
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x Lectin

I:" Carbohidrate

Figura 1. Rede de hemaglutinacao mediada por lectinas.

As estruturas das lectinas foram descritas como protdmeros, sendo que um
protdmero é definido como uma subunidade madura ou a soma de subunidades maduras
derivadas de produtos primarios de traducao do RNA mensageiro que codifica as lectinas.
Dependendo do namero de protdbmeros, uma lectina € chamada de mondmero, dimero,
trimero, tetramero e assim sucessivamente (PEUMANS et al., 2001).

Geralmente as lectinas sao degradadas durante o processamento do alimento,
devido a perda da sua estrutura quaternaria e terciaria, resultando na producao de dimeros
ou mondmeros, que podem possuir sitio de ligacdo para carboidratos, mas sao incapazes
de aglutinar membranas celulares (LORIS et al., 1998).

A familia de lectinas vegetais € muito heterogénea com relacao a especificidade
de ligacao a carboidratos e, de acordo com o tipo de carboidrato ligante, estas proteinas
podem ser classificadas em oito grupos: manose/glicose; galactose/N-acetilgalactosamina;
fucose; acido sialico; complexo oligossacaridico; lectinas ligantes de manose e galactose
relacionadas a jacalina e lectinas da superfamilia de monocotiledéneas ligantes de manose
(RUDIGER, 1997).

A maioria das lectinas de vegetais ainda pode ser classificada em sete familias,
considerando as afinidades estruturais e evolutivas: a familia amarantina, lectinas ligantes
de quitina compostas por dominios heveina, lectinas isoladas de floemas de curcubitaceas,
lectinas relacionadas a jacalina, lectinas de legume, lectinas de monocotileddneas ligantes
de manose e proteinas inativadoras de ribossomo tipo 2 (PEUMANS et al., 2001).

Somente lectinas ligantes de manose e especificas para manose/glicose s6 tem sido
encontradas exclusivamente na familia das lectinas de legume. Convém ressaltar que a
maioria das lectinas que sao especificas para carboidratos complexos pertence a familia das
lectinas de legume. Por outro lado, as lectinas de gramineas mostram ampla especificidade
para acucares e glicoconjugados. Por exemplo, a lectina de gérmen de trigo (WGA) e a
lectina de centeio reconhecem e interagem, preferencialmente, com N-acetilglicosamina
(GIcNAc) e glicoconjugados contendo acido sialico (NeubAc). O arroz apresenta lectinas
especificas para GIcNAc e residuos de manose.

Apesar da diversidade observada em diferentes familias de lectinas de vegetais
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e, independente de sua organizacao tridimensional, a estrutura de folhas B ocorre
predominantemente em todas as proteinas caracterizadas como lectinas, sendo necessaria
para a atividade ligante de aclcar destas proteinas (BARRE et al., 2001).

No entanto, as lectinas de leguminosas sao similares nas suas estruturas primaria,
secundaria e terciaria (Srinivas et al., 2001) e por esta razao tornam-se um excelente
modelo para estudos de desdobramento de proteinas diméricas e tetraméricas, e da
oligomerizacao na estabilidade e integridade estrutural (RUDIGER, 1998). Em estudos
de quimiotaxonomia, envolvendo similaridades bioquimicas e aspectos estruturais das
lectinas, o elevado grau de homologia entre as sequéncias de aminoacidos de lectinas de
leguminosas permite que as mesmas sejam utilizadas como marcadores moleculares para
a classificacao botanica de espécies vegetais similares (BARRE et al., 1994; AINOUZ et al.,
1995; MOREIRA et al., 1995).

Quanto a organizacao tridimensional as lectinas podem ser divididas em quatro
classes distintas de acordo com o ponto de vista de organizacao tridimensional, com base
no nimero de dominios de ligacao a carboidratos e outros de natureza nao catalitica em
(tabela 1): merolectinas - lectinas com apenas um dominio de ligacao a carboidratos, que
sao incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células; hololectinas - lectinas
que possuem no minimo dois ou mais dominios homédlogos de ligacao a carboidratos;
quimerolectinas - proteinas com um ou mais dominios de ligacao a carboidratos e um
dominio nao relacionado que possui uma atividade bioldgica distinta e independente; e
superlectinas - incluem as lectinas que possuem dois dominios de ligacao a carboidratos
estrutural e funcionalmente distintos (PEUMANS & VAN DAMME, 1998; PEUMANS et al.,
2001).

A classificacao baseada na organizacao tridimensional abrange significativamente
indmeras proteinas vegetais, porém existem algumas excecoes, a exemplo da lectina
presente na semente de Parkia platycephala, homdloga a familia das hidrolases. Tal lectina
possui um dominio com um sitio enzimatico especifico para a quitina, e dentro deste mesmo
dominio, um outro sitio de reconhecimento a carboidrato (CAVADA et al., 2006).

Atualmente € possivel classificar as lectinas ndo somente quanto aos aspectos
estruturais vistos anteriormente, mas em familias evolutivamente relacionadas, das quais
podemos citar, (tabela 2): i) lectinas de monocotileddneas do tipo manose; ii) lectinas
especificas a quitina e homédlogas a heveina; iii) lectinas homaologas a jacalina; iv) lectinas
homaélogas ao tipo RIP-2 (Ricina); v) lectinas de leguminosas; vi) lectinas da familia das
Amarantaceae; e vii) lectinas de floema de Curcubitaceae (MORENO, 2008).
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Representagio Esquemdtica Exemplo

Merolectina
Profeina monomérica com um unico sitio ativo.

Leclina de Hevea brasiliensis
ANDERSEN et al., 1993

Hololectina
Proteina telramérica com quatro sitios alives
homdlogos.
Lectina de Arachis Hypogaes
RAVISHAMKAR ef al., 2001
Quimeralectina

Prodeina com um sitio de ligagio a carboidrato & um
outro dominio que possul uma fungdo ndo lectinica.

Lectina de Ricinus communis
RUTEMEER ef al, 1991

Superlectina
Proleina com dois dominios diferentes com afinidade

C —
por carboidratos distintos. — .—'2.

_.‘:--_4'_';-. ‘1h|

-

Lectina de Musa acuminala
MEAGHER ef ai., 2005

Tabela 1. Classificacao das lectinas quanto aos aspectos estruturais. Fonte: Adaptado de
MORENO, 2008.
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Classificagio Referénclas

Lectinas de moenocotileddneas do tipo manose

-

WRIGHT ef al., 2000

Lectina de Scilla campanulala

Lectinas especificas a guitina @ hemélogas a heveina

FUJIl el ai., 2004

Lecting de Phyfolsccs amencans

Lectinas homdlagas a jacaling

GALLEGO DEL SOL of al., 2005

Lecting de Parkia platicephals

Lectinas homdlogas ao tipo RIP-2

PASCAL ef al, 2001

Leclinag de Sambucus ehilus

Tabela 2. Classificacao das lectinas quanto as familias evolutivas. Adaptado de MORENO, 2008.
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APLICACOES BIOLOGICAS DAS LECTINAS

As lectinas sao consideradas moléculas que reconhecem e decifram as informacoes
contidas nos oligossacarideos da superficie celular (RINI, 1995). A especificidade das
lectinas € definida pelo monossacarideo ou oligossacarideo que inibe as reacoes de
precipitacao ou aglutinacao induzidas por lectinas. Esta interacao fraca entre a lectina
e o carboidrato aumenta tanto a afinidade como a especificidade através de subsitios
e subunidades. Esta ligacao ao carboidrato é diretamente responsavel pela atividade
bioldgica (Peumans & Van Damme, 1995).

0 espectro das fungdes biolégicas das lectinas nao esta totalmente esclarecido, pois
estas proteinas apresentam ampla ocorréncia, diversidade estrutural e especificidade
glicidica. Além disso, uma lectina particular pode assumir diferentes funcdes dependendo
de onde e quando é expressa (Rudiger et al., 2000). Algumas das funcoes atribuidas a esta
classe de proteinas, sao: renovacao de glicoproteinas do soro; defesa contra patogenos;
proteinas de estocagem; adsorgao viral; resposta imunolégica; transporte de carboidratos;
mediacao da interacao célula-célula e patégeno-hospedeiro (VIJAYAN & CHANDRA, 1999;
(CHEN et al., 2005). Porém, uma das grandes importancias fisiologicas da lectinas esta
associada a sua utilizacao como reagentes policlonais para investigar as bases moleculares
no controle da ativacao e proliferacao de linfocitos; para identificar e fracionar células do
sistema imune e como drogas (SINGH et al., 2004) (TABELA 3).

LECTINA DE CRATYLIA MOLLIS: EXTRACAO, PURIFICACAO E FUNCOES BIOLOGICA

Cratylia mollis Mart. popularmente conhecida como feijao “camaratu” ou
“camaratuba” é indicada como recurso forrageiro para regioes semi-aridas do nordeste
brasileiro, principalmente no periodo seco, por ter grande resisténcia a seca, a pragas e
doencas, constituindo valioso recurso para alimentacao de caprinos, bovinos € ovinos no
periodo de estiagem (SILVA, 1984).

Sabe-se que o0s vegetais sao indiscutivelmente fontes excepcionais de compostos
bioativos. Esses compostos sao cruciais para o desenvolvimento de novas drogas devido sua
elevada diversidade molecular, muito superior aos dos compostos derivados dos processos
de sintese quimica. Atualmente, aproximadamente 48% dos medicamentos empregados
na terapéutica advém, direta ou indiretamente, de produtos naturais, especialmente
de plantas medicinais que permanecem como uma importante fonte para obtencao de
medicamentos (CARVALHO et al. 2007).

O Brasil € um pais de dimensodes continentais (aproximadamente 8.500.000 km2)
com notéria heterogeneidade de clima, vegetacao, solo, fauna e microbiota, sendo o
detentor do maior potencial em biodiversidade do planeta. Além disso, a sua marcante
miscigenacao cultural, resultante de seu processo de povoamento, permitiu a exploracao
de seus recursos naturais, em especial as plantas, de formas bem variadas para diversos

fins medicinais.
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Lectinas Referéncias

SILVA et al., 2009

SCHIRATD, 2006

r
Lecting de Dioclea viclacea

METO &t al., 201

Leciina de Bauhinia varegala

Tabela 3. Aplicacao de lectinas de origem vegetal no reparo de lesdes cutaneas.

No estado de Pernambuco, uma lectina tem sido purificada a partir de sementes de
feijao camaratu (Cratylia mollis) (Figura 2C), planta leguminosa comum da regiao semi-
arida do Nordeste, pertencente a familia Phaseoleae, subfamilia Dioclinae, a qual abrange
0 género Canavalia (CORREIA & COELHO, 1995). Esta lectina, denominada Cramoll, é
fortemente inibida por metil a-D-manosideo e conforme, portanto com a classe de lectinas
ligantes de glicose/manose, similar as isoladas da Canavalia ensiformis (Concanavalina A,
Con A) e Lens culinaris (lectina de lentilha) (LIMA et al.,1997).
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EXTRACAO E PURIFICACAO DE CRAMOLL 1,4

A isolectina de Cramoll 1,4 é purificada a partir de um extracto de semente de 10%
(p / v) de Cratylia mollis em NaCl 0,15 M de acordo com o protocolo relatado em Correia
& Coelho (1995). Resumidamente, todas as sementes do feijao camaratu coletadas na
cidade de Ibimirim, localizadas a aproximadamente 346 Km da capital recife (FIGURA 2),
estado de Pernambuco sao lavadas com agua destilada, secas a temperatura ambiente
e misturadas em NaCl 0,15 M. Apés 16 h de agitacao suave a 4 ° C, o extrato € filtrado e
centrifugado por 12 000 g. O extracto € fracionado com sulfato de aménio, dialisado contra
NaCl 0,15 M (fracao 40 a 60%) e cromatografia de afinidade em Sephadex G-75 (Sigma
Chemical Company) em coluna (70,0 x 1,9 cm) contendo 200 ml de matriz embalada,
equilibrada com 0,15 M NaCl. Apés a aplicacao da amostra, NaCl 0,15 M sao passados
através da coluna até A280 nm serem inferiores a 0,1; A isolectina é eluida com 0,3 M de
glucose em NaCl 0,15 M.

Figura 2. Coleta do feijao camaratu. A) Mapa do Estado de Pernambuco (Brasil). Em
destaque o municipio de Ibimirim (em vermelho) e a capital Recife (em amarelo). B) Arbusto
de comflorescencia de Cratylia mollis. C) Sementes de Cratylia mollis.

A denominacao das isoformas de Cratylia mollis € baseada na migracao eletroforética
em gel para proteinas basicas nativas; Cramoll 1, proteina mais basica, apresenta a maior
migracao, seguida de Cramoll 2; Cramoll 3 € a menos basica das trés e Cramoll 4 (PAIVA
& COELHO, 1992; CORREIA & COELHO, 1995). As isoformas 1 (em maior concentracao
nas sementes, Figura 3) e 4 associadas, denominada Cramoll-1,4 (PAIVA & COELHO,
1992; CORREIA & COELHO, 1995), podem ser separadas por cromatografia de troca
ionica (CORREIA & COELHO, 1995). A Cramoll-3, entretanto, € uma glicoproteina galactose
especifica (PAIVA & COELHO, 1992; CORREIA & COELHO, 1995).
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Figura 3. Cratylia mollis lectin (isoform 1) in complex with methyl-alpha-D-mannose. Fonte:
SOUZA et al., 2003.

A Cramoll-1,4 apresenta-se estavel até 80° C, com ponto isoelétrico em torno de
8,6 e carater basico (Figura 4). Possui uma banda principal de 31 kDa e dois fragmentos
da banda principal de 16 e 14 kDa (CORREIA & COELHO, 1995). O melhor potencial
eletroquimico para C. mollis livre ou imobilizada foi obtido utilizando-se 1,0 mg/ml, a5 e
10° C, 87 e 102 mV, respectivamente.

Figura 4. Estrutura terciaria da lectina Cramoll 1,4 Complexed with a-D-methyl-mannoside.
Fonte: SOUZA et al., 2003.

FUNCOES BIOLOGICAS DA CRAMOLL 1,4

Devido a especificidade da Cramoll 1,4 ser para os carboidratos mais importantes
na biologia, esta lectina vem sendo amplamente estudada quanto as suas aplicacdoes em
ensaios biologicos. Pesquisas tém demonstrado o perfil imunomodulatério de Cramoll 1,4,
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com aumento na producao de INF-q, IL-10 e supressao da liberacao de 6xido nitrico; também
foi detectado o aumento de ROS, calcio citosélico e expressao de IL- 1 B pro-inflamatoria
em linfocitos de camundongos podendo assim o entender o mecanismo de resposta imune
do animal; atividade antitumoral (MELO et al., 2010a; MELO et al., 2010b). Cramoll 1,4
imobilizada em eletrodo quimico foi capaz de se ligar a lipopolissacarideos de diferentes
bactérias demonstrando que esta lectina detecta glicoconjugados complexos (OLIVEIRA et
al., 2011). Também foi desenvolvido um biossistema baseado na imobilizacao da Cramoll
1,4 em um eletrodo de ouro que apresentou 6tima sensibilidade e reprodutibilidade em
detectar glicoproteinas anormais em soros de pacientes com dengue (OLIVEIRA et al.,
2011).

Lesoes experimentais em camundongos sadios e imunocomprometidos que foram
tratados com Cramoll 1,4 apresentaram reparacao do tecido lesionado, sugerindo que esta
lectina pode ser utilizada futuramente como um composto cicatricial (MELO et al., 2011).
Cramoll 1,4 apresentou também a inducao da resposta proliferativa celular e humoral
em camundongos inoculados com esta lectina, sugerindo que esta proteina pode ser
usada como um agente mitogénico em ensaios imunoestimulatérios (MELO et al., 2010c).
Caracterizacao de tecidos cancerigenos humanos utilizando Cramoll 1,4 como marcador
tecidual (BELTRAO et al., 1998; LIMA et al., 2010).

Atividade mitogénica em linfécitos humanos (MACIEL et al., 2004) e atividade
antitumoral (ANDRADE et al., 2004). Cramoll 1,4 imobilizada em Sepharose 4B foi capaz
de isolar a enzima lecitina colesterol aciltransferase, como também glicoproteinas do
plasma humano (LIMA et al., 1997). Recentemente, uma proteina da soja com atividade
anticoagulante e antiagregacao plaquetaria foi purificada utilizando uma matriz imobilizada
com Cramoll 1,4 sendo assim de grade relevancia no tratamento de doencas tromboliticas
(SILVA et al., 2010).

Alectina Cramoll 1,4 foi utilizada como indutor de morte celular e fungao mitocondrial
em células epimastigotas de Trypanosoma cruzi sugerindo uma atividade anti-inflamatoria
e anti-helmintica (FERNANDES, 2010). Também foi obtida uma lectina recombinante e
funcional Cramoll 1 (rCramoll) apresentando a mesma especificidade (glicose/manose)
observada para a lectina nativa da planta (pCramoll), aglutina eritrécitos de coelho e
células epimastigotas de Trypanosoma cruzi.

Recentemente foi comprovada o processo de cicatrizacdo de queimaduras de
segundo grau apos a aplicacao do hidrogel contendo Cramoll 1,4 como tratamento topico,
apresentando-se assim como um potencial terapéutico para o tratamento de queimaduras
(PEREIRA et al., 2012).

PERSPECTIVAS

Encontrar uma molécula bioativa que seja versatil, como € o caso da Cramoll 1,4 que

comprovadamente apresenta varias atividades biologicas € um acontecimento espléndido.
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Tudo isso foi possivel com avanco tecnoldgico das pesquisas cientificas que cada dia mais
procura criar condicées que melhore o bem estar humano, possibilitando o surgimento de
novos tratamentos para as inimeras doencgas que assolam a humanidade. Portanto com o
aprimoramento das técnicas cientificas, em questao de pouco tempo a lectina Cramoll 1,4
podera ser utilizada no tratamento e na contribuicao do restabelecimento da qualidade de
vida do paciente de acordo com a necessidade de cada caso.
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