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RESUMO

Cramoll é uma lectina purificada das sementes de Cratylia mollis. Possui
diferentes formas moleculares, isolectinas ou isoformas (Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3
e Cramoll 4), com especificidades distintas para monossacarideos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antiinflamatéria de Cramoll 1,4 (preparacdo contendo
Cramoll 1 e Cramoll 4) em camundongos. Cramoll 1,4 foi obtida a partir de
fracionamento salino do extrato das sementes, sequido de cromatografia de afinidade em
Sephadex G-75. O teste de atividade antiinflamatdria de escolha foi 0 método da medida
do edema de pata induzido por carragenina em camundongos. Os animais foram tratados
com Cramoll 1,4 (200, 500 e 1000 pg/animal), concanavalina A, Con A, (200 pg /animal)
utilizada como lectina controle, acido acetilsalicilico (7,5 mg/animal), controle positivo,
ou NaCl 0,15 M, controle negativo. Apos 4 h, os animais foram sacrificados e as patas
pesadas. Os resultados mostraram que a Cramoll foi dose dependente e a reducdo da
medida do edema da pata foi mais efetiva em ratos machos (83,6 e 94,2 %, 500 e 1000
ug/animal, respectivamente) em relacdo as fémeas (46,4% e 73,9%, 500 e 1000
ug/animal, respectivamente). Nos animais machos a reducédo plantar pelo uso de Cramoll
1,4 e Con A (200 pg/animal) foi de 76,2 e 75,1 %, respectivamente. Os ensaios
mostraram que todas as prepara¢Ges com lectinas foram mais efetivas que o AAS com
excecdo da concentracdo de 200 ug/animal, para as fémeas, em que houve uma reducéo
de apenas 18,8 %.

Palavras-Chave: lectina; Cratylia mollis; Cramoll; atividade antiinflamatdria.



ABSTRACT

Cramoll is a purified lectin of the seeds of Cratylia mollis. It possesses different
molecular forms, iso-lectin or iso-forms (Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 and Cramoll
4), with different specifications for each monosaccharide. The objective of this work was
to evaluate the anti-inflammatory activity of Cramoll 1,4 (preparation containing Cramoll
1 and Cramoll 4) in mice. Cramoll 1,4 was obtained initially from the fractionation of the
extract of the seeds in a saline solution, followed by affinity chromatography in Sephadex
G-75. The test of choice to study the anti-inflammatory activity was the method of
measuring the paw edema induced by carrageenan in laboratory mice. The animals were
treated with Cramoll 1,4 (200, 500 and 1000 (ng/animal), concanavalin A (Con A) (200
ug/animal) utilized as a lecithin control, acetyl salicylic acid (7.5 mg/animal), positive
control, or NaCl 0.15 M, negative control. After 4 hours, the animals were euthanized
and the paws weighed. The results showed that Cramoll was dependent upon the dosage
administered and the reduction of the extent of the edema of the paw was found to be
more effective in male mice (83.6 and 94.2%, 500 and 1000 pg/animal, respectively) in
relation to the females (46.4% and 73.9%, 500 and 1000 pg/animal, respectively). In the
male animals, when the dosage of Cramoll 1,4 and Con A 200 ug/animal) was utilized
the reduction was 76.2 and 75.1%, respectively. The analysis showed that all the
preparations with lectin were more effective than ASA with the exception of the
concentration of 200 ug/animal, in the females, there was a reduction of only 18.8%.

Word-key: lectin; Cratylia mollis; Cramoll; anti-inflammatory activity.



1. INTRODUCAO

1.1. Lectinas

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo-imunoldgica, que
apresentam dois ou mais sitios de ligacdo capazes de interagir, de forma reversivel, com
carboidratos ou glicoconjugados (Goldstein et al., 1980; Sharon & Lis, 2004) como
acucares livres, residuos de carboidratos de polissacarideos, glicoproteinas ou
glicolipideos, que podem estar livres ou conjugados a membrana da célula (Monzo et
al., 2007). A interacdo lectina-carboidrato nos sitios de ligacdo da-se através de pontes
de hidrogénio, coordenacdes metélicas, interagdes de Van Der Walls e interacfes
hidrofébicas (Schwartz et al., 1993; Drickamer & Taylos,1998).

A referéncia a sua origem ndo imune ocorre para distingui-las de anticorpos
anticarboidratos que aglutinam células. Enquanto os anticorpos sdo estruturalmente
semelhantes, as lectinas diferem entre si quanto a composicdo aminoacidica,
requerimento de metais, peso molecular e estrutura tridimensional. Além disto, as
lectinas sdo encontradas ndo s6 em animais, mas em outros organismos isentos de
sistema imune como plantas e bactérias (Moreira et al., 1991).

As lectinas s@o encontradas em uma ampla variedade de espécies como vegetais
superiores, algas, fungos, animais vertebrados e invertebrados, bactérias e virus (LOris,
2002; Sharon & Lis, 2004; Alencar et al., 2005; Silva et al., 2009). No reino das plantas
as lectinas estdo presentes em maior quantidade em graos de leguminosas e gramineas
(Mancini Filho et al., 1979; Pusztai, 1991), mas sdo também abundantes em tecidos
vegetais como raiz, folha, talo, vagem, frutas, sementes, flores e casca (Coelho & Da
Silva, 2000; Wu et al., 2001; Coutifio-Rodriguez et al., 2001; Santos et al., 2009;

Nascimento et al., 2008). As lectinas provenientes de leguminosas sdo as mais



estudadas e caracterizadas (Sharon, 1993; Cavada et al., 1998; Paiva et al., 2006;
Favacho et al., 2007). Em sementes de leguminosas, as lectinas podem constituir cerca
de 10% das proteinas sollveis (Sharon & Lis, 1990). As lectinas diferem entre si por
sua estrutura molecular, especificidade a carboidratos e atividades bioldgicas (Sharon &
Lis, 2004).

Os sitios de ligacdo para as unidades glicidicas permitem as lectinas aglutinar
varios tipos de células (Kristensen, 2001), inclusive as hemacias, sem alterar a sua
estrutura (Kennedy et al., 1995; Correia et al., 2008). Sua interacdo com a célula pode
ser inibida, em muitos casos, por carboidratos (Diaz et al., 1999). Tém sido utilizadas
para o estudo da especificidade e da interacdo entre proteina-proteina (Buts et al.,2001)
e proteina-carboidratos (Sharon, 1993; Sharon & Lis, 1995).

A especificidade para estas moléculas varia amplamente entre as diferentes
lectinas (Sharma & Surolia, 1997), condicionado pela variabilidade estrutural dos sitios
de unido (Sharon, 1993), onde as interacdes hidrofébicas, as modificacbes pds-
traducionais e a oligomerizacdo tém um papel essencial (Vijayan & Chandra, 1999).
Segundo Loris et al. (1998) as lectinas de leguminosas formam um grande grupo de
proteinas homdlogas que apresentam estruturas tercidrias praticamente idénticas.
Contudo pequenas diferencas em sua seqiiéncia de aminoécidos resultam em estruturas
quaternérias distintas, conferindo-lhes especificidades sacaridicas bem peculiares
(Brinda et al., 2005).

Além da variabilidade estrutural dos sitios de unido, outro fator influencia para a
elevada afinidade das lectinas por oligossacarideos e monossacarideos particulares que é
a existéncia de distintos subsitios proximos ao sitio de unido aos carboidratos, subsitios

que tém um pequeno numero de residuos (Loris et al., 1998).



As fitohemaglutininas (i.e.lectinas derivadas de plantas com caracteristica de
aglutinar células), possuem sitios hidrofébicos de unido, que podem ser divididos em trés
grupos. O primeiro esta adjacente ao sitio de unido aos carboidratos e é responsavel pela
afinidade 10 vezes maior destas lectinas pelos monossacarideos que contém substituintes
hidrofébicos, que por aqueles que ndo os possuem. O segundo, situado a uma distancia
aproximada de 30 A do sitio de unido aos acticares, tem uma baixa afinidade pelos ligandos
hidrofébicos. E o terceiro é um sitio de elevada afinidade pela adenina e seus derivados N-6
(incluidos um ndmero de hormdnios derivados da adenina, presentes nas plantas)
(Hamelryck et al., 1996).

Embora muitas lectinas reconhecam e se liguem a aclcares simples tais como
glicose, manose, galactose, N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina ou fucose, a
afinidade é muito maior para oligossacarideos e constituintes de glicoproteinas como o
acido sialico e a N-acetilgalactosamina contendo cadeias de glicanos, encontrados em
animais e seres humanos (Nicolson, 1974; Peumans & Van Damme, 1996; Peumans & Van
Damme, 1998).

As aplicacdes biotecnolodgicas e atividades bioldgicas conhecidas desta classe de
proteinas tém sido as mais diversas como: deteccdo e separacao de glicoconjugados (Sarkar
et al.,1991); determinacdo de tipos sangiineos (Khang et al., 1990; Mo et al., 2000);
diagnostico em processos de desenvolvimento, diferenciacdo e transformacdo neoplésica
(Remani et al., 1994); distingdo entre o cancer de prostata e a neoplasia benigna deste 6rgao
(Basu et al., 2003); marcador de tecidos tumorais (Barou et al., 2002); moléculas
bioadesivas no enderecamento de drogas (Bies et al., 2004); analise de imunoglobulinas
humanas (Fassina et al., 2001); acdo inseticida contra larvas de insetos (Yascara et al.,
2005); inibicdo do crescimento de fungos (Freire et al., 2002); atividade antiproliferativa

sobre celulas tumorais da leucemia (L1210 e M1) (Ngai & Ng, 2004); atividade antitumoral



(Andrade et al., 2004); atividade mitogénica (Maciel et al., 2004); atividade
antiinflamatéria (Santi-Gadelha et al., 2006); inducdo de apoptose de células tumorais
humanas (Karasaki et al., 2001); atividade antibacteriana (Freire et al., 2002; Wang & Ng,
2003); renovacdo de glicoproteinas do soro (Vijaya & Chandra, 1999); defesa contra
patdgenos (Chang & Zhu, 2002); proteinas de estocagem (Nakamura et al., 2004); adsorcéo
viral (Botos & Wlodawe, 2005); transporte de carboidratos (Kamiya et al., 2005) e
mediacdo de interacdes célula-célula e parasito-hospedeiro (Saouros et al., 2005).

1.2. Cramoll

A Cratylia mollis (Cmollis), planta da familia Leguminosae, tribo Phaseolae,
subtribo Diocleinae tem a mesma familia e mesmo grupo da Concanavalina A, Con A
(lectina extraida das sementes de Canavalia ensiformis). C. mollis ¢ tipica da Regido
Semi-Arida do Estado de Pernambuco, onde é conhecida por feijio camaratu ou
camaratuba. A lectina de sementes de Cratylia mollis (Cramoll) possui diferentes
formas moleculares, isolectinas ou isoformas (Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 e
Cramoll 4), com especificidades distintas para monossacarideos. Cramoll 1, Cramoll 2
e Cramoll 4 sdo especificas para glicose/manose, enquanto Cramoll 3 € especifica para
galactose. A Cramoll 1,4, uma preparacdo que contém Cramoll 1 e Cramoll 4, é
também, glicose/manose especifica (Paiva & Coelho, 1992; Correia & Coelho, 1995).
Cramoll 1 ja foi cristalizada (Tavares et al., 1996) e totalmente seqlenciada (Souza et
al., 2003), mostrando uma homologia com a Con A de 80%, em sua estrutura primaria.
Estudos com Cramoll 1,4, revelaram: atividade antitumoral (Andrade et al., 2004),
atividade mitogéncia (Maciel et al., 2004), capacidade de caracterizacdo de células
transformadas malignamente (Beltrdo et al., 1998), bem como, sensibilidade

eletroquimica (Souza et al., 2003).



1.3. Purificagdo da Cramoll

O protocolo de purificagcdo da Cramoll 1,4 foi estabelecido em 1995 por Correia
& Coelho. O processo é iniciado com a preparacao do extrato, onde as células em meio
salino (solucdo de NaCl 0,15 M) sdo rompidas e as proteinas liberadas na solucéo
(Kawagishi et al., 2001; Mladenov et al., 2002).

O fracionamento é feito a partir da adicdo de um sal, em virtude das proteinas
possuirem agua em sua superficie e muito grupos carregados. A solubilidade depende
da concentracdo de sais dissolvidos, aumentando a proporcdo que 0s sais Sao
adicionados (“salting in”) e voltando a diminuir a medida que os sais sdo adicionados
(“salting out™), levando a precipitacdo da proteina. O sal mais utilizado para obtencdo
de lectinas é o sulfato de amobnio, pois devido a sua alta solubilidade permite a
precipitacdo protéica em solugdes com elevada forga i6nica (Heu et al., 1995; Santos
Filho, 2001; Oliveira, 2006).

A separacdo dos componentes da mistura é feita por processos cromatograficos,
em que estes se distribuem em duas fases, uma estacionaria e outra movel. Durante a
passagem da fase movel pela fase estacionaria, 0os componentes da mistura sdo
distribuidos entre as duas fases de tal modo que alguns componentes séo seletivamente
retidos pela fase estacionéria (Silva Jr., 2004).

A técnica de cromatografia por afinidade baseia-se na capacidade que certas
moléculas tém de se ligarem especificamente a outras moléculas através de ligagdes
ndo-covalentes. As lectinas ligam-se a carboidratos de colunas comerciais contendo
polissacarideos como o Sephadex (polimero de glicose), Sepharose (polimero de
galactose), quitina (polimero de N-acetilglicosamina) e Sepharose conjugada com

glicoproteina (Cavada et al., 1998; Jimbo et al., 2000; Freire et al., 2002; Wang et al.,



2003; Gerlach et al., 2002). Como a Cramoll 1 e Cramoll 1,4 sdo glicose/manose
especificas, a coluna utilizada é a de Sephadex G-75 (Paiva & Coelho, 1992; Correia &
Coelho, 1995).

1.4. Inflamacao

Inflamacdo (do latim inflammatio, atear fogo) ou processo inflamatério é uma
resposta dos organismos vivos homeotérmicos a uma agressdo sofrida. Entende-se como
agressédo por qualquer processo capaz de causar leséo celular ou tecidual (Kumar et al.,
2005). A resposta inflamatdria € um mecanismo que provoca alteracdes do sistema
vascular, componentes liquidos e celulares, visando destruir, diluir ou isolar o agente
lesivo, sendo assim uma reacdo de defesa e de reparacdo do dano tecidual (Gilman et
al., 2006; Rang et al., 2004).

A inflamacdo pode ser aguda, com duracgéo relativamente curta apresentando os
eventos vasculares como exsudacdo plasmatica e migracdo de neutréfilos; ou crénica,
com duracdo mais longa e associada a presenca de linfocitos e macréfagos, proliferacao
de vasos sanguineos e necrose tecidual (Rang et al., 2004). Segundo Wanmacher &
Ferreira (1999), a inflamacéo aguda refere-se a resposta inicial a lesdo tecidual, sendo
mediada pela liberacdo de mediadores quimicos e, em geral, precede o desenvolvimento
da resposta imune. Esta resposta acontece quando as células imunologicamente
competentes séo ativadas, reagindo a organismos estranhos ou substancias antigénicas,
liberadas durante a resposta inflamatéria aguda ou crénica. O resultado da resposta
imune pode ser benéfico para o hospedeiro, quando permite que o0 agente agressor seja
fagocitado ou neutralizado, ou ser deletério, se resultar em inflamacéo crénica sem
resolugé@o do processo subjacente (Gilman et al., 2006).

Os componentes basicos de um processo inflamatério envolvem eventos



irritativos, vasculares, exsudativos, celulares, mediadores derivados de células e inducéo
da resposta imune (Rang et al., 2004). Aqui vamos detalhar apenas o que ocorre nos
fendmenos irritativos, vasculares e exsudativos, pois estdo relacionados com o estudo
em questéo.

1.4.1. Fendbmenos irritativos

Esta fase tem como caracteristica, a producdo ou a liberacdo de substancias
quimicas diante da acdo do agente inflamatério. Esses mediadores atuam na
microcirculacdo do local lesado, desencadeando as caracteristicas dos fendmenos
vasculares (Rang et al., 2004; Collins, 2001; Alencar et al.,2007).

Os fendmenos irritativos estdo intimamente ligados aos fendmenos vasculares,
por envolverem a mediacdo quimica de farmacos que agem diretamente sobre a parede
vascular, ocasionando as alteracdes vasculares (Corréa, 2002). AutacOides como a
histamina e a serotonina, considerados mediadores de acdo rapida, e a plasmina,
bradicinina, prostaglandina, tromboxano e leucotrienos, mediadores de acdo prolongada
agem promovendo a vasodilatagcdo e 0 aumento da permeabilidade vascular (Rang et al.,
2004).

Frente a qualquer estimulo traumatico, seja ele de origem quimica ou fisica, o
lesionamento tecidual faz com que haja a ativacdo da enzima fosfolipase A2. Com sua
ativacdo, o &cido araquidénico, acido graxo transportado no sangue ligado a albumina, é
liberado das membranas das células. Este acido araquiddnico, uma vez libertado da
membrana fosfolipidica, € metabolizado por dois tipos de enzimas: a lipoxigenase,
formando leucotrienos, e cicloxigenase-2 (COX-2), formando prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos (Moncada & Vane, 1979; Samuelsson, 1983; Davies et

al., 1984; Lee et al., 2005).



1.4.2. Fendbmenos vasculares

As modificagbes vasculares incluem alteracbes no leito vascular e no fluxo
sanguineo, o que origina diferentes formas de hiperemia, as quais sdo moduladas pela
intensidade do agente agressor e pelos graus de respostas dos tecidos. Estas alteracfes
consistem em dilatacdo vascular, aumento do fluxo sanguineo local com conseqiiente
extravasamento de plasma e aumento da viscosidade do sangue (Rang et al., 2004;
Collins, 2001;Tedgui & Mallat, 2001).

1.4.3. Fenbmenos exsudativos

Nestes fendbmenos, ocorre a migracdo de liquidos e células para o foco
inflamatorio, que provém de vasos ou tecidos vizinhos. Sdo desencadeados dois tipos de
exsudacdo: a) exsudacdo plasmatica, caracterizada pela saida de plasma para fora da luz
vascular, com quantidades diversas de &gua, eletrélitos e proteinas; b) exsudacao
celular, que é a passagem de células pela parede vascular em direcdo ao intersticio, local
onde o agente inflamatorio atua. Pode ser denominada de fendmeno celular, pois
envolve o acionamento das capacidades celulares de movimentacdo, adesdo e de
englobamento de particulas (Siqueira & Dantas, 2000; Rang et al., 2004).

1.5. Antiinflamatorios

S&o drogas ou medicamentos capazes de interferir no processo reacional de
defesa do organismo de modo a minimizar o dano (i.e. agressao por parte dos préprios
tecidos frente ao agente agressor) e dar maior conforto ao paciente. Podem ser de
natureza hormonal (antiinflamatérios esterdides) ou nao-hormonal (antiinflamatorios
ndo- esterdides e inibidores seletivos da cicloxigenase-2) (Collins, 2001).

1.5.1. Antiinflamatorios esterdides

Também conhecidos como glicocorticoides, corticoides ou corticosterdides, sao



horménios sintéticos que mimetizam acGes do cortisol enddgeno, horménio secretado
pela zona glomerular da glandula adrenal. Atuam inibindo a enzima fosofolipase A2,
por meio da liberacéo de lipocortina-1 (mediador protéico antiinflamatorio). O resultado
final da acdo destes antiinflamatdrios é a parcial ou total reducdo da liberacdo das
prostaglandinas e também dos leucotrienos. A lipocortina-1 atua por seqlestrar o
substrato fosfolipidico e/ou inibir diretamente a enzima (Rhen & Cidlowski, 2005).
Classifica-se de acordo com a duragdo de seu efeito em: agdo curta (< 12 horas), por
exemplo a hidrocortisona e cortisona; acdo intermediaria (18-36 horas), como a
prednisolona, metilprednisolona e triancinolona; e de acdo prolongada (36-54 horas),
que sdo o grupo da betametasona, dexametasona e parametasona (De Bosscher &
Haegeman, 2009).

1.5.2. Antiinflamatdrios ndo-esterdides (AINES)

Possuem propriedades analgésica, antitérmica, atiinflamatéria e antitrombética.
Sua agdo decorre da inibicdo da sintese de prostaglandina, efetuada mediante a
inativacdo da cicloxigenase-1 (COX-1) ou constitutiva, e da cicloxigenase-2 (COX-2)
ou induzivel. A primeira € responsavel pelos efeitos fisioldgicos das prostaglandinas em
sitios gastricos e renais. A segunda surge nos locais de inflamacédo. A inibicdo da COX-
1 ¢é, pelo menos em parte, responsavel por alguns dos efeitos adversos dos AINES, como
as toxicidades renal e gastrointestinal. Desde o isolamento do acido salicilico em 1828,
0s AINEs tornaram-se uma parte importante do tratamento da febre e da dor. Uma parte
da sua popularidade deve-se a ndo causarem dependéncia ou depressdo respiratoria, ao
contrario dos opidides. Ainda assim, ndo sdo desprovidos de efeitos secundérios, sendo
0s mais comuns ao nivel gastrintestinal.No inicio da década de 1990, a descoberta dos

dois subtipos de COX criou expectativas quanto a criagdo de novos farmacos que



mantivessem as propriedades dos AINESs existentes e permitissem diminuir a incidéncia
de efeitos colaterais (Lafont, 2007; Siileyman et al., 2007; Antman et al., 2007).

Fazem parte deste grupo medicamentos muito conhecidos, em parte por alguns
ja estarem disponiveis hd muito tempo, por serem de venda livre e pelo vasto nimero de
situacbes em que sdo usados. Alguns nomes sonantes incluem o &cido acetilsalicilico
(Aspirina®) e ibuprofeno (Brufen®) (Khanapure et al., 2007).

1.5.3. Inibidores seletivos da cicloxigenase-2 (COXIBs)

Os antiinflamatorios do grupo dos COXIBs, dos quais permanecem em
comercializacdo o celecoxib (Celebra®) e o etoricoxib (Arcoxia®), entraram no
mercado a partir de 1999 na tentativa de solucionar os problemas dos efeitos adversos
trazidos pelos AINEs, como alternativas vantajosas para pacientes com problemas
gastrintestinais. Foram apresentados como medicamentos seletivos, inibidores
especificos da COX-2, com potencial antinflamatério e analgésico equivalente ao dos
AINEs sem provocar os efeitos gastrintestinais e renais daqueles, pois preservariam a
COX-1 (Kummer & Coelho, 2002; Carvalho et al., 2004). Embora toda expectativa em
torno dessa nova classe de medicamentos (visto que os AINEs situam-se dentre as
drogas mais prescritas em todo 0 mundo), varios estudos clinicos trouxeram novo olhar
sobre este grupo. As limitacdes referem-se a elevagdo do risco de eventos adversos
cardiovasculares, especialmente ao aumento da incidéncia de infarto agudo do
miocardio (IAM) e acidente vascular cerebral (AVC). Esses fatos levaram a retirada do
mercado o rofecoxib (Vioxx®), em 2004, o valdecoxib, em sua apresentacdo oral
(Bextra®), em 2005, e por ultimo o lumiracoxib (Prexige®), em julho de 2008 (Araujo
et al., 2005; Gross et al., 2007).

Dez anos ap06s a introducdo destes medicamentos no mercado, foi possivel
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verificar que a inibicdo da COX-2 e manutencdo da COX-1, para quem precisa usar
AINEs por um tempo maior (um ano ou mais) mostrou, através de varios estudos
clinicos, um aumento significativo da incidéncia de eventos tromboticos agudos. Assim,
constatou-se que a ativagdo da COX-1 — protetora da mucosa gastrica — também é
responsavel por efeitos vaso-oclusivos, como agregacdo plaquetéria, vasoconstricdo e
proliferacdo do musculo liso no interior dos vasos sanguineos. E que a COX-2 é
responsavel também por vasodilatagdo, inibicdo da agregacdo plaquetaria e da
proliferacdo de musculo liso vascular. E possivel entdo visualizar que o mecanismo dos
COXIBs (inibicdo da COX-2 / preservacdo da COX-1) pode prejudicar o mecanismo do
endotélio contra a agregacdo plaquetéria, favorecendo o desenvolvimento de trombos
cardiacos e suas consequéncias (Garcia Rodriguez et al., 2008; Minuz, 2008) . Outro
fato importante, embora ainda nao conclusivo, € a interacdo medicamentosa prejudicial
entre a aspirina (em sua utilizacdo como anti-agregante plaquetario) e os inibidores
(especialmente os ndo-seletivos) da COX. Pode ocorrer uma competi¢ao entre a aspirina
e o antiinflamatério pelos sitios de ligacdo com a enzima, levando a um bloqueio do
acesso da aspirina aos seus locais de ligacdo, prejudicando o seu efeito cardioprotetor
(Arehart et al., 2008).

1.6. Justificativa

Véarios medicamentos industrializados tém sido desenvolvidos a partir das
plantas medicinais (Silva et al., 2000; Villas Boas & Gadelha, 2007; Pupo et al.,
2007).Uma grande diversidade de farmacos tem sido obtida pela extracdo direta do
vegetal, sendo em sua maioria antiinflamatorios, analgésicos, vitaminas, horménios e
substancias ativas no sistema nervoso central. Os antiinflamatorios s&o os melhores

exemplos da grande relacdo entre processos primitivos de selecdo de plantas medicinais,
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a farmacologia e a quimica moderna. A papaina, enzima alcaloide obtida do latex do
mamoeiro (i.e.Carica papaya), tem sido utilizada como agente antiinflamatério in
natura, em creme ou liofilizada, dissolvida em solucéo fisiologica (Batistuzzo et al.,
2002). A bromelina, complexo enzimatico de proteinases extraido dos vegetais da
familia Bromeliaceae, do qual o abacaxi € o mais conhecido e rico nesta protease, tem
sido usado nas preparacdes farmacéuticas industriais, como capsulas digestivas e
antinflamatério (Wen et al., 2006). A escina, saponina presente na semente da
castanheira, Aesculus hippocastanum, inibe a formacdo de edema e diminui a
fragilidade vascular. Como produto de uso farmacéutico apresenta-se em diferentes
formas, possui grande utilidade e vérias apresentacfes, uma delas é como composto
ativo na formulagéo do Repail® Gel (Sirtori, 2001).

O interesse sobre as lectinas na investigacdo cientifica se deve as diversas
atividades bioldgicas a elas atribuidas (Sharon & Lis, 2004). Estudos demostraram
atividade antiinflamatdria em lectinas isoladas das sementes de Lonchocarpus sericeus
(Poir.) (Mota, 2008), Dioclea violacea (Dviol), Dioclea guianensis (DguilL), Dioclea
grandiflora (DgL), Cratylia floribunda (CfL), Dioclea violacea (D.vL), Dioclea virgata
(DvirL), Canavalia brasiliensis (ConBr) (Assreuy et al., 1997) e na lectina extraida da
Canavalia ensiformes (Concanavalina A ou Con A) (Bento et al., 1993; Tsuji et al.,
1995; Conchon-Costa et al., 2007; Alves et al., 2008).

As descobertas quanto a contribuicdo de glicoconjugados da superficie celular e
carboidratos que se ligam a proteinas para processos inflamatérios tém motivado a
criacdo de glicoconjugados sintéticos ou lectinas como candidatas para futuras geracoes

de drogas terapéuticas (llarregui et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antiinflamatéria da preparacdo contendo a lectina de
sementes de C. mollis (Cramoll 1,4) em camundongos da espécie Mus musculus,
machos e fémeas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter preparagfes contendo a lectina de sementes de C. mollis de acordo
com o protocolo estabelecido por Correia & Coelho (1995) utilizando cromatografia de
afinidade em Sephadex G-75.

- Induzir do processo inflamatério pela injecdao intramuscular de 100 pl de
solucdo de carragenina a 0,1%, na pata posterior de cada animal.

- Tratar do processo inflamatorio utilizando acido acetilsalicilico (7,5
mg/animal), Cramoll 1,4 (200, 500 e 1000 pg/animal), Con A (200 ug /animal) ou NaCl
0,15M.

- Avaliar o edema inflamatério através da pesagem das patas dos

camundongos.
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SUMMARY

Cramoll is a purified lectin of the seeds of Cratylia mollis. The objective of this
work was to evaluate the anti-inflammatory activity of Cramoll 1,4 (preparation containing
Cramoll 1 and Cramoll 4) in mice. Cramoll 1,4 was obtained initially from the fractionation
of the seed extract in ammonium sulphate, followed by affinity chromatography on Sephadex
G-75. The inflammation was induced by carrageenan in the posterior paw of the animals.
After 30 min, the animals were treated with Cramoll 1,4 (200, 500 and 1000 pg/animal),
concanavalin A (200 ug/animal; lectin controls), salicylic acetyl acid (7.5 mg/animal,
positive control), or 0.15 M NaCl (negative control). After 4 h, the animals were euthanized
and the paws weighed. The results showed that Cramoll was dependent upon the dosage
administered and the reduction of the extent of the paw edema was more effective in male
mice (83.6 and 94.2%, 500 and 1000 ug/animal, respectively) in relation to the females
(46.4%, and 73.9%, 500 and 1000 ug/animal, respectively). In the male animals, when the
dosage of Cramoll 1,4 and Con A (200 ug/animal) was utilized the reduction was 76.2 and
75.1%, respectively. The analysis showed that all the preparations with lectin were more
effective than control acetylsalicylic acid with the exception of the concentration of 200

ug/animal, in the females, there was a reduction of only 18.8%.

Word-key: lectin; Cratylia mollis; Cramoll; anti-inflammatory activity; acetyl

salicylic acid.
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1. Introduction

Lectin is a type of protein or glycoprotein of non-immunological origin, that
possesses two or more connection locations capable of interacting, in a reversible way, with
carbohydrates or glycoconjugates (Goldstein et al., 1980; Sharon & Lis, 2004) as free sugars,
residues of polysaccharides, carbohydrates, glycoproteins or glycolipids, that can be free or
conjugated to the membranes of cells (Monzo et al., 2007). Lectin is found in a wide variety
of species of superior vegetables, algae, mushrooms, vertebrate and spineless animals,
bacteria and viruses (L6ris, 2002; Sharon & Lis, 2004; Alencar et al., 2005; Silva et al.,
2009). In the plant kingdom lectin is present in larger amounts in legume grains and grasses
(Mancini Filho et al., 1979; Pusztai, 1991), but they are also abundant in fibrous vegetables
such as roots, leafs, stalks, beans, fruit, seeds, flowers and peel (Coelho & Silva, 2000; Wu et
al., 2001; Coutifio-Rodriguez et al., 2001; Nascimento et al., 2008; Santos et al., 2009). The
lectin of legume derivatives are the most studied and characterized (Sharon, 1993; Cavada et
al., 1998; Paiva et al., 2006; Favacho et al., 2007). The molecular structure of lectin can
differ, especially with respect to its specialized interaction with carbohydrates and biological
activities (Sharon & Lis, 2004; Correia et al., 2008).

The specialization of lectins varies greatly amongst its varied interactions (Sharma
& Surolia, 1997), specifically conditioned by the structural variability of the union locations
(Sharon, 1993) and the existence of close sub-locations to the union locations with respect to
carbohydrates (Hamelryck et al., 1996; Loris et al., 1998). The biotechnical applications and
biological activities of this class of proteins have been the most diverse known (Oliveira et
al., 2008; Sa et al., 2008; Silva et al., 2009).

Cramoll is a purified lectin of the seeds of Cratylia mollis, plant of the family
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Phaseolae, sub-family Diocleinae that belongs to the same family and the same group as
Canavalia ensiformis, of which concanavalin A (Con A) is extracted. The Cratylia mollis is
typically found in the Semi-Arid Region of the State of Pernambuco, where it is known as
the camaratu or camaratuba bean. Cramoll possesses different molecular forms, isolectin or
isoforms (Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 and Cramoll 4), with different specifications for
monosaccharides. Cramoll 1, Cramoll 2 and Cramoll 4 are specific to glucose / mannose,
while Cramoll 3 is specific to galactose (crystallized sugar). Cramoll 1,4, a preparation that
contains Cramoll 1 and Cramoll 4, is also specific to glucose / mannose (Paiva & Coelho,
1992; Correia & Coelho, 1995). Cramoll 1 was already crystallized (Tavares et al., 1996)
and totally sequenced (Souza et al., 2003), showing a homology with Con A of 80%, in its
primary structure. Studies completed with Cramoll 1 and Cramoll 1,4 revealed antitumor
activity (Andrade et al., 2004), mitochondrial / mito-genetic activity (Maciel et al., 2004),
the capacity of characterization of malignantly transformed cells (Beltrdo et al., 1998), as
well as a sensibility to electrochemistry (Souza et al., 2003).

The objective of this work was to evaluate the anti-inflammatory activity of
Cramoll 1,4 in mice of the species Mus musculus male and female.

2. Materials and methods

2.1. Obtaining Cratylia mollis seed lectin

Cramoll 1,4 was isolated in agreement with the established protocol by Correia &
Coelho (1995) as showed in figure 1. Cramoll 1,4 was obtained by extraction in 0.15 M NacCl
(10% plv), for 4 h, at 4° C, followed by saline fractionation in ammonium sulphate,
saturation 40-60% (F-40-60). This fraction was dialysized in 0.15 M NaCl for 24 h, 4 °C and
subjected to affinity chromatography on Sephadex G-75 (Sigma) in a column (1,9 x 70,0 cm)

equilibrated with 0.15 M NaCl. The lectin elution was made with a solution of 0.3 M D-
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glucose, with subsequent dialysis in 0.15 M NaCl (Cramoll 1,4). Concanavalin A (Con A)
(Sigma), was used as an international standard lectin.

2.2. Analysis of anti-inflammatory activity

The analysis for the evaluation of the anti-inflammatory activity was the
measurement of the paw edema induced initially by carrageenan in mice described by Levy
(1969), modified by Hadjipavlou-Litina et al. (1999).

2.2.1 Animals

Sixty six adult mice of the species Mus musculus, 36 males and 30 females were
used weighing approximately 30 g.

2.2.2 Induction of the inflammatory process

The acute inflammatory process was induced by the intramuscular injection of 100
ul of a solution of carrageenan Lambda (Sigma) to 0.1%, in the posterior paw of each animal
(6 animals per group).

2.2.3. Treatment and evaluation of the inflammatory process

After 30 min from the induction of the inflammation, each animal group was
treated with an intra-parietal injection of acetyl salicylic acid (ASA, 7.5 mg/animal; positive
control) or Cramoll 1,4 (200, 500 and 1000 pg/animal), Con A (200 pg /animal; lectin
control) and 0.15 M NaCl (negative control). The animals were euthanized with ether, 4 h
after the injection of these products the paws were incised in the truncal area and weighed.
The results were expressed as the percentile of the reduction of the edema when compared

with the positive control (acetylsalicylic acid, ASA).
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3. Results

The results showed that Cramoll was dependent upon the dosage and the reduction
of the extent of the paw edema and was more effective in male mice (83.6 and 94.2%, 500
and 1000 ug/animal, respectively) in relation to the females (46.4%, and 73.9%, 500 and
1000 pg/animal, respectively). In the male animals Cramoll 1,4 and Con A (200 ug/animal)
resulted in a reduction of 76.2 and 75.1%, respectively (Figures 2 and 3).

For ASA (standard treatment) the reduction was of 54.4% in the male mice and of
38.4% in the females. The analysis showed that all the preparations with lectin were more
effective than ASA, except for the concentration of 200 ug/animal, for the females, in that
there was a reduction of only 18.8%.

4. Discussion

The procedure of lectin isolation involves, in general, the extraction stages of the
protein, followed by the treatment of the extract with ammonium sulphate and the
chromatographic method, affinity chromatography, a technique that explores the biological
activities for the adsorption of the molecule to a solid phase. This has been used thoroughly
for lectin purification. Affinity chromatography is an effective technique in lectin isolation,
providing homogeneous protein-filled preparations (Oliveira et al., 2008; Silva et al., 2009;
Santos et al., 2009). As Cramoll 1,4 is a glucose / mannose specific lectin, the column used
for its purification is one of Sephadex G-75 (Correia & Coelho, 1995). In this work we
obtained a yield in proteins of 11%, a value considered satisfactory.

In 1971 the American doctor John Vane discovered that drugs that contained ASA
inhibited the synthesis of prostate-specific antigens responsible for covalently blocking the

enzyme cycloxygenase (COX) of the types 1 and 2. COX-2 has important part to play in the
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generation of the inflammation. It is the enzyme that turns the araquidonic acid into the
mediators for inflammatory proteolytic enzymes, and to some degree prostate-specific
antigens. These mediators are important in almost all the phenomena associated to the
inflammation, such as the dilation of vessels, the experience of pain and leukocyte attraction
to the location. Besides inhibiting the prostate-specific antigen production, salicylicates are
effective in neutralizing the free radicals, molecules produced in the inflammation and highly
noxious to the tissue. ASA is one of the anti-inflammatory medications most prescribed in
medicine and it is the drug test for use in pharmacological analysis of the evolution of new
drugs (Gilman et al., 2006).

Con A is the lectin most studied, with well known characteristics, inclusive of its
relationship with anti-inflammatory activity in studies with regards to the edemas of the paws
of mice (Bento et al., 1993; Tsuji et al., 1995; Conchon-Costa et al., 2007; Alves et al.,
2008). The proximity of the values obtained for the reduction of the inflammatory edema
among Con A and Cramoll 1,4, in the same concentrations, confirms the anti-inflammatory
properties of Cramoll 1,4. The use of Con A in the experiment was limited to the male mice,
for a just treatment of comparative standard.

The intramuscular injection of carrageenan induces an acute and progressive
increase of the volume of the paw of the animals. The edema, is proportional to the intensity
of the inflammatory response, and then establishes a useful parameter in the evaluation of the
anti-inflammatory activity (Pereira et al., 2006; Pereira, 2004). The edema provoked by the
carrageenan happens in three phases, according to Di Rosa et al. (1971). In the first hour
after the carrageenan injection, the increase of the vascular permeability is mediated by
histamine and serotonin. In the second hour, the increase of the permeability is mediated by

cyanines. The phase of the greatest intensity of growth of the edema happens 3 h after the
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carrageenan injection and it is characterized by the activation of COX-2 and the prostate-
specific antigen action on the permeability of the capillary (Di Rosa & Willoughby, 1971;
Salvemini et al., 1996; Huntjens et al., 2005). The studies showed that the preparations
containing Cramoll were capable of reducing the edema of the paw showing anti-
inflammatory activity and anti-edema genesis.
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LIST OF CAPTIONS

Figure 1. Protocol to obtain Cramoll 1,4.

Figura 2. Anti-inflammatory activity of preparations of the seed lectin of Cratylia
mollis in male mice: 1- negative control (0.15 M NaCl); 2- positive control (acetyl
salicylic acid, 7.5 mg/animal); 3- Cramoll 1,4 (200 pg/animal); 4- Cramoll 1,4 (500
ug/animal); 5- Cramoll 1,4 (1000 pg/animal); 6- Con A (200 pg/animal).

Figura 3. Anti-inflammatory activity of preparations of the lectin of Cratylia
mollis in females mice: 1- negative control (0.15 M NaCl); 2- positive control
(acetylsalicylic acid, 7.5 mg/animal); 3- Cramoll 1,4 (200 pg/animal); 4- Cramoll

1,4 (500 pg/animal); 5- Cramoll 1,4 (1000 pg/animal).
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Cratylia mollis seeds

!

Extract in 0.15 M NacCl (4°C,4h)

!

Ammonium sulphate fractionation

F 40-60%

!

Dialysis in 0.15 M NaCl

!

(4 °C, 24 h)

Affinity chromatography on Sephadex G-75

!

Equilibration with 0.15 M NaCl

!

| Elution with 0.3 M D-glucose |

!

| Dialysisin0.15MNaCl |

!

(Cramoll 1,4)

!

Yield in proteins: 11%

Figure 1. Protocol to obtain Cramoll 1,4.
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Figure 2. Anti-inflammatory activity of preparations of the seed lectin of
Cratylia mollis in male mice: 1- negative control (0.15 M NaCl); 2- positive control
(acetylsalicylic acid, 7.5 mg/animal); 3- Cramoll 1,4 (200 pg/animal); 4- Cramoll

1,4 (500 pg/animal); 5- Cramoll 1,4 (1000 pg/animal); 6- Con A (200 pg/animal).
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Figure 3. Anti-inflammatory activity of preparations of the seed lectin of
Cratylia mollis in females mice: 1- negative control (0.15 M NaCl); 2- positive
control (acetylsalicylic acid, 7.5 mg/animal); 3- Cramoll 1,4 (200 ug/animal); 4-

Cramoll 1,4 (500 pg/animal); 5- Cramoll 1,4 (1000 pg/animal).
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5. CONCLUSAO

- Os estudos mostraram que as preparac6es contendo Cramoll foram capazes de

reduzir o edema da pata mostrando atividade antiinflamatdria e antiedematogénica.
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