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RESUMO

Sementes de Platypodium elegans Vogel, pertencente a Familia Fabaceae, sub-
familia Papilionoideae, Tribo Dalbergiae possui uma lectina Manose/Glicose ligante.
Na purificacdo da lectina em estudo, o extrato total de sementes de P. elegans preparado
em NaCl 0,15M teve sua fracdo hemaglutinante isolada por cromatografia de afinidade
em quitina, trocas idnica em DEAE-Sephacel e em HiTrap SP, essa tltima acoplada a
HPLC. As fragdes ativas para atividade hemaglutinante obtidas sequencialmente nesses
procedimentos foram avaliados quanto a sua atividade especifica e homogeneidade em
SDS-PAGE. A lectina em seu dltimo passo de purificacdo apresentou massa molecular
aparente de 55 KDa. A fragdo pré-purificada ativa obtida em DEAE-Sephacel foi
caracterizada quanto ao seu potencial termiticida e fungicida. A atividade termiticida
contra operdrios e soldados de Nasutitermes corniger, induzindo 100% de mortalidade
em ambas as classes, foram melhor visualizadas com as concentra¢des 1,0 e 0,8mg/mL,
entre 8 e 9 dias para operdrios e 7 e 8 dias para soldados, onde ainda ndo se havia
registrado menos que 50% de mortalidade no controle negativo. A fragdo testada ndo
apresentou efeito repelente. Em relacdo a atividade fungicida, 20 ug da fragdo chegou a
inibir consideravelmente Fusarium lateritium (33%), F. oxysporum (19,4%) e F. solani
(14,3%). F. decemcellulare teve uma inibicao de 4,8% e F. moniliforme, 3,3%. Essas
duas atividades reforcam a participacio dessa lectina na defesa vegetal, fazendo-a uma
potente ferramenta biotecnoldgica a ser mais profundamente investigada e estudada em
relacdo a seu papel na defesa vegetal e na potencial utilizacdo na resisténcia de madeiras

susceptiveis a cupins.

Palavras-chave: Platypodium elegans, Lectina, Atividade Termiticida e Atividade

Fungicida.
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ABSTRACT

Seeds of Platypodium elegans Vogel, pertaining to the Family Fabaceae, Papilionoideae
sub-family, Dalbergiae Tribe, possesss a specific mannose/glucose lectin. In the
purification of the lectin in study, the total extract of seeds of P. elegans prepared in
NaCl 0,15M had its isolated active fraction for chromatography of affinity in chitin,
exchange ionic in DEAE-Sephacel and HiTrap SP, this last one connected the HPLC.
The active fractions for hemmagutinant activity gotten in these procedures had been
sequentially evaluated how much to its specific activity and homogeneity in SDS-
PAGE. The lectin in its last step of purification presented apparent molecular mass of
55KDa. The active fraction gotten daily pay-purificaded in DEAE-Sephacel was
characterized how much to its termiticidal and fungicidal potential. The termiticidal
activity against laborers and soldiers of Nasutitermes corniger, inducing 100% of
mortality in both the classrooms, better had been visualized with the concentrations 1,0
and 0,8mg/mL, between 8 and 9 days for laborers and 7 and 8 days for soldiers, where
not yet it had been registered less than 50% of mortality in the negative control. The
tested fraction did not present repellent effect. In relation to the fungicidal activity, 20ug
of the fraction arrived to inhibit considerably Fusarium lateritium (33%), F. oxysporum
(19.4%) and F. solani (14.3%). F. decemcellulare had a inhibition of 4,8% and F.
moniliforme, 3.3%. These two activities strengthen the participation of this lectina in the
vegetal defense, making it a powerful tool biotechnological more deeply to be
investigated and studied in relation its paper in the vegetal defense and the potential use

in the resistance of susceptible wood to termites.

Key-words: Platypodium elegans, lectin, Termiticidal Activity and Fungicidal Activity
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1. INTRODUCAO
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Apesar das lectinas terem sido descobertas ha mais de 100 anos, estas proteinas
permaneceram por muitas décadas como meras curiosidades cientificas. Foi somente a
partir dos anos 60 que a comunidade cientifica despertou um real interesse por estas
moléculas. Atualmente, entretanto, estas proteinas tém mostrado aplicabilidades em
diversas dreas cientificas, abrangendo aplicacdes que vdo da medicina a agricultura,
sendo muitas destas proteinas consideradas como ferramentas bdsicas para dreas de
ponta como a biotecnologia, tendo em vista suas vérias propriedades, tais como:
atividade anti-inflamatéria e pré-inflamatéria (ASSREUY et al., 1997, ALENCAR et
al., 1999), atividade inseticida (GRANGEIRO et al., 1999a; GRANGEIRO et al.,
1999b), agentes em drug delivery (BANCHONGLIKITKUL et al., 1998), protecdo de
cistite hemorragica (ASSREUY er al., 1999), indugdo da liberagdo de 6xido nitrico
(ANDRADE et al., 1999), indugdo do fendmeno de apoptose (BARBOSA et al., 2001)
e protecao parcial contra Leishmania in vitro (BARRAL- NETTO et al., 1992) e in vivo
(BARRAL-NETO et al., 1996).

Embora lectinas apresentem a propriedade comum de se ligar, reversivelmente, a
carboidratos, elas apresentam caracteristicas proprias, principalmente no que diz
respeito a aplicacdes bioldgicas. Assim, mesmo lectinas que apresentem alto grau de
homologia de seqiiéncias entre si, mostram-se diferentes quanto as vérias propriedades
bioldgicas. Isto faz com que, via de regra, cada lectina tenha as suas potencialidades de
aplicagdo, o que justifica que cada uma delas, por mais semelhante que possa parecer
com outra lectina, mere¢a ser estudada isoladamente. Fica evidente, entdo, que a
descoberta, o isolamento e a caracterizacdo quimica, fisico-quimica e bioldgica de
novas lectinas se revestem de grande importincia, na medida em que novas lectinas com
diferentes aplicabilidades podem ser encontradas. Além disto, visto hoje em dia ser forte
a corrente que defende o papel de moléculas de comunicagdo para as lectinas, a
descoberta de novas lectinas com especificidades diferentes se torna atrativa, uma vez
que podem servir de novos modelos para o entendimento destes processos dindmicos de
comunicagdo célula-célula, célula-microrganismo ou célula-virus.

A ligacdo especifica de lectinas a carboidratos tem um importante papel também
na interacdo de plantas com outros microorganismos (PEUMANS & VAN DAMME,
1995). Ha fortes evidéncias crescentes de que lectinas de plantas poderiam agir como
moléculas de defesa contra insetos e outros herbivoros (VASCONCELOS &
OLIVEIRA, 2004). A atividade inseticida de muitas lectinas de plantas tem sido

documentada em ensaios de nutri¢do in vitro e em estudos com plantas transgénicas
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(CARLINI & GROSSI—DE—SA, 2002; MACEDO et al., 2002). Isso se constitui um bom
potencial econdmico contra pestes, ji que, sendo as lectinas um produto metabdlico
primdrio, seus genes seriam bons candidatos para conferir resisténcia a insetos em
linhagens transgénicas. Portanto, a purificacdo e caracterizacdo de lectinas de novas
fontes podem revelar genes com grande potencial para engenharia genética
(SHANGARY et al., 1995; KAUR et al., 2005; SINGH et al., 2004).

Lectinas ligantes a quitina, por outro lado, também té€m sido isoladas de diversas
fontes, incluindo bactérias, insetos, plantas e mamiferos (CAMPOS-OLIVAS et al.,
2001; VUOCOLO et al., 2001; VAN DEN BERGH et al., 2002; VAN DELLEN et al.,
2002; REBERS & WILLIS, 2001; SUZUKI et al., 2002), e muitas tém mostrado
atividade antifingica contra espécies fitopatogé€nicas. Essas lectinas t€m demonstrado
afetar o crescimento e o desenvolvimento de fungos, perturbando a sintese e/ou a
deposicio de quitina, componente da parede celular, em fungos verdadeiros
(SELITRENNIKOFF, 2001; NG, 2004).

Lectinas de plantas, em particular, tém sido intensivamente estudadas em
inimero aspectos, particularmente por seus potenciais antifiingicos e inseticidas que
podem ser aproveitados para transformacdo de plantas que expresem lectinas seguras
para o homem (CARLINI & GROSSI—DE—SA, 2002; PEUMMANS & VAN DAMME,
1996).

Novas lectinas tém sido descobertas a cada dia em células de mamiferos, em
microorganismos ou em plantas, sendo encontradas envolvidas em intricados processos
bioquimicos e bioldgicos. Principalmente apds o estabelecimento de carboidratos como
moléculas portadoras de informacdo bioldgica, lectinas tém sido estabelecidas como
importantes instrumentos biotecnolégicos, valiosissimos e adequados para o estudo de

fundamentos celulares, propriedades moleculares e mecanismos de defesa.
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2. FUNDAMENTACAO
TEORICA
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2.1. Mecanismo de defesa de plantas

2.1.1. Introducao

As células dos organismos vivos — plantas, bactérias, fungos, insetos e animais
superiores — sdo laboratérios onde se realiza a sintese de uma enorme variedade de
substancias organicas, muitas das quais de grande importancia, ndo s6 para a
sobrevivéncia das prdprias espécies que as fabricam como para a humanidade, que pode
utiliza-las como ferramentas bioldgicas.

Nas plantas, esses processos partem de materiais extremamente simples, como
dgua e diéxido de carbono, utilizando a energia do sol para produzir carboidratos, no
processo conhecido como fotossintese. Uma série de reagdes metabdlicas, conhecidas
como “processos do metabolismo primario”, leva a producdo de outras substincias
simples, fabricadas pelas plantas com a introduc@o de nutrientes retirados do solo -
nitrogénio, fésforo e sais minerais. Essas substancias, que tém a fungdo de promover os
processos basicos da planta, sdo: os acidos carboxilicos do ciclo do 4cido citrico (ciclo
de Krebs); os cerca de vinte aminodcidos que constituem a maioria das proteinas; os
dcidos graxos e lipideos; e os acucares comuns e seus derivados. S3o substincias que
existem em todas as plantas e constituem a matéria-prima de reagles posteriores,
catalisadas por enzimas e controladas geneticamente. Sdo estas reacdes que levam a
producdo dos chamados compostos do metabolismo secunddrio das plantas
(LEDNICER, 1997).

Usualmente, os compostos naturais presentes nas plantas sdo separados em
compostos do metabolismo primario (aminodcidos, lipidios, carboidratos) e do
metabolismo secundario (flavandides, alcaldides, terpenos etc.). Os metabdlitos
primérios sdo amplamente distribuidos nos seres vivos, enquanto os metabdlitos
secunddrios sdo de ocorréncia restrita, embora essenciais para 0s organismos que 0s
produzem (MANN et al., 1994).

As funcdes fisioldgicas de muitas substincias extraidas das plantas ainda nio
estdo completamente esclarecidas, mas se associa a sua produgdo a defesa da prépria
planta contra doengas, pragas e radiagdo solar, entre outros. Assim, essas substincias
possuem funcgdes importantes para a sobrevivéncia das espécies e sdo produzidas

principalmente pelo metabolismo secundario das plantas (INGKANINAN et al., 1999).
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Os metabdlitos secundérios podem apresentar acdo farmacoldgica trangiiilizante,
analgésica, antiviral, fungicida, inseticida, com as mais diversas aplica¢des, tanto na
terapéutica médica, como na inddstria de cosméticos, de alimentos e outras (PLETSCH,
1998).

Esta vasta gama de compostos naturais biologicamente ativos é também
conhecida por suas acgdes repelentes ou atraentes em interagles intraespecificas e
interespecificas, na protecdo contra estresses bidticos e abidticos, e na manutengdo da
integridade estrutural.

Além dos metabdlitos secunddrios, alguns componentes do metabolismo
primério das plantas t€m sido relacionados aos mecanismos de defesa. As lectinas de
plantas, por exemplo, s@o proteinas que podem assumir diferentes papéis bioldgicos.
Todavia, ndo existe uma fungdo universal para todas elas. De maneira abrangente, as
lectinas podem assumir papéis exdgenos como, por exemplo, atividade antiftingica
contra fitopatégenos ou podem assumir papéis enddgenos se interagirem com ligantes
do proprio organismo para, por exemplo, auxiliar a deposicdo de proteinas de reservas
nos corpos protéicos. Felizmente, as questdes concernentes as fungdes bioldgicas que as
lectinas desempenham nos organismos em que s@o produzidas t€ém ganhado atencdo
crescente, diminuindo o contraste entre funcdo e aplicagdo de lectinas, que predominava
no passado (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

O conhecimento sobre as plantas sempre tem acompanhado a evolucdo do
homem através dos tempos. As primeiras civiliza¢des, logo cedo, aperceberam-se da
existéncia, ao lado das plantas comestiveis, de outras dotadas de maior ou menor
toxicidade que, ao serem experimentadas no combate as doengas, revelaram, embora
empiricamente, o seu potencial curativo (DI STASI et al., 2002).

O Brasil € o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo, contando
com um total de 55 mil espécies catalogadas de um total entre 250-500 mil espécies de
plantas existentes na flora mundial. Menos de 10% dessas plantas foram avaliadas sob
aspectos bioldgicos e ndo mais que 5% sob aspectos quimicos até meados dos anos 90
(DI STASI, 1996). Dessa forma, as plantas constituem-se, ainda, fontes importantes
para a descoberta de novas substincias biologicamente ativas.

A industria farmacéutica mundial tem um faturamento anual que ultrapassa os
10 bilhdes de dolares e o Brasil se situa entre os dez maiores consumidores de

medicamentos do mundo (FERREIRA, 1998). No entanto, cerca de 60% de toda

22



producdo de medicamentos € consumida por apenas 23% da populagdo, devido a falta
de recursos para aquisicido (BERMUDEZ, 1995).

Levando em consideragdo o saber popular e na tentativa de suprir a falta de
recursos financeiros para os setores de saide, o uso de fitoterdpicos tem crescido
substancialmente. No Brasil, pais com maior diversidade genética vegetal do mundo,
estima-se que o mercado de fitoterdpicos tenha alcangado, em 2001, a casa dos US$ 550
milhdes. Nesta sua revitalizacdo, a fitoterapia tem sido acompanhada pelo abandono de
seu empirismo inicial, agora se apresentando respaldada por um crescente nimero de
pesquisas e estudos, dando conta de constituintes quimicos ativos e novas tecnologias, o
que pode ser traduzido como uma sintese da relagdo dialética entre o saber popular e o

conhecimento cientifico (ARAUJO, 2002).

2.1.2. Interacoes entre plantas e seus predadores: defesas mecéinicas e

defesas quimicas

As plantas, assim como os animais, estao sujeitas, durante todo seu ciclo de vida,
ao ataque de microorganismos causadores de doencgas. Por serem organismos
sedentdrios, representam um substrato extremamente atrativo para o desenvolvimento
de patégenos que podem comprometer seu desenvolvimento normal, causando inclusive
sua morte. Apesar disso, em ambientes naturais, o aparecimento de doengas em plantas
€ um evento raro, gracas a existéncia de mecanismos de protecio que conferem
resisténcia a maioria dos patégenos vegetais.

A protecdo natural das plantas contra patdégenos ou insetos mastigadores e
sugadores estd, parcialmente, baseada na variedade de barreiras constitutivas ja
presentes na planta antes do ataque. O efeito combinado de todas essas barreiras é
referido como resisténcia constitutiva. Em adi¢éo, plantas podem ativar mecanismos de
protecdo a partir do contato com invasores, o que se denomina resisténcia adquirida ou
induzida. A importancia da resisténcia adquirida tem sido extensamente documentada
(CHESTER, 1933; GAUMMAN, 1946). Foi demonstrado que plantas inoculadas com
microorganismos atenuados foram protegidas contra infecgdes subseqiientes com o
mesmo organismo ou patdgenos relacionados. Essas observa¢des ndo tentaram separar a
interacdo antagonista entre o organismo ndo-patogénico ou atenuado e o patégeno da
ativacdo e mecanismos defensivos do hospedeiro. A ativagdo de mecanismos genuinos

de resisténcia foi, posteriormente, relatada por estudos pioneiros de Ross (1966) e Kuc
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(revisado em HAMMERSCHMIDT & KUC, 1995; MADAMANCHI, 1991). Eles
demonstraram claramente que uma infecg@o local pode levar a uma resisténcia contra
uma subseqiiente infeccio com patdgenos extensamente diferentes. A resisténcia é
expressa localmente no sitio de inoculacdo primdrio, mas também sistemicamente, em
tecidos distintamente localizados do tratamento inicial. Essa forma de resisténcia
induzida, chamada Resisténcia Sist€mica Adquirida (SAR) (RYALS et al., 1992),
estende-se as raizes (GESSLER & KUC, 1982; TAHIRI-ALAOUI, 1993). Dentre os
mecanismos envolvidos na SAR, inclue-se a ligninificacdo e outras barreiras, proteinas
relacionadas a patogénese e sua expressdo, € os sinais para SAR, incluindo o 4cido
salicilico, dentre outros. Os danos nas folhas por insetos podem induzir a SAR contra
ataques adicionais (RYAN, 1990). Em geral, o fendmeno da SAR pode ser comparado a
imunizacdo em animais e humanos, embora os mecanismos subjacentes sejam
diferentes. Naturalmente, as plantas sdo continuamente expostas a Varios
microorganismos invasores e € provdvel estarem prontas com resisténcia contra ataques
adicionais. Assim, SAR, ao lado da defesa constitutiva, contribui para a resisténcia total
presente em plantas e pode prover uma vantagem seletiva para a sobrevivéncia
(STICHER et al., 1997)

Em resposta ao ataque por herbivoros, por exemplo, as plantas podem armar
suas partes mais atraentes ou mais expostas com defesas mecanicas, como espinhos ou
pélos que cortam ou irritam a pele e produzem dor. Além disso, as defesas quimicas
empregadas pelas plantas contra seus predadores podem incluir desde simples toxinas
até substincias que interferem com o ciclo de crescimento e de reproducdo de insetos,
como taninos e fitoalexinas.

Espécies silvestres de plantas contém, muitas vezes, toxinas com as quais
conseguem controlar o ataque de herbivoros. A Asclepia curassavica, por exemplo, é
conhecida por causar vOomitos e ataques cardiacos subitos, sendo responsavel pela morte
de muitos animais em fazendas. Quando essas plantas passam a ser cultivadas, as
toxinas vao sendo eliminadas através do melhoramento genético e as plantas perdem sua
defesa natural (THALER et al., 1999).

Segundo Haslam (HASLAM, 1989), o termo "tanino" designa os metabdlitos
secunddrios de natureza polifendlica extraidos de plantas (taninos vegetais) que foram
classificados em dois grupos: as proantocianidinas, que sdo os taninos condensados,
responsdveis pelas caracteristicas normalmente atribuidas a estas substancias, como

adstringéncia e precipitacdo de proteinas, e os taninos hidrolisdveis, que sdo ésteres do
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dcido gélico e seus dimeros (4cido digdlico e eldgico) com monossacarideos,
principalmente a glicose.

De acordo com Santos & Mello (1999), taninos de plantas compreendem os
produtos naturais e fendlicos baseados no 4cido gélico (taninos hidrolisdveis) ou sobre
os poliflavonoides (taninos condensados). Segundo este autor, a habilidade natural de
defesa das plantas contra os seus inimigos naturais estaria ligada a presen¢a dos taninos.
Os taninos hidrolisdveis seriam responsdveis pela defesa das plantas contra os
herbivoros e os taninos condensados iriam assegurar a defesa contra microorganismos
patogénicos. Quanto a acdo dos taninos hidrolisdveis sobre os herbivoros, Harbone
(1991) relatou que estes compostos estariam implicados no processo digestivo destes
animais, dificultando-o em decorréncia da complexagcdo dos taninos com certas
proteinas ligadas a producgdo de enzimas digestivas.

Além dos taninos, outras substincias tém sido relacionadas a mecanismos de
defesa das plantas, como as fitoalexinas e as lectinas, que serdo consideradas mais

adiante.

2.1.3. Fitoalexinas como compostos vegetais de defesa:

A idéia de que as plantas possuem um sistema de defesa semelhante ao sistema
imunolégico dos animais € bastante antiga, tendo surgido no final do século IX.
Entretanto, evidéncias de que elas respondem ao ataque de microrganismos, alterando
seu metabolismo e sintetizando substancias capazes de protegé-las das doencas, sé
foram obtidas por volta de 1940. Estudos realizados na Alemanha com cultivares de
batata atacados por fungos levaram & descoberta de que as plantas resistentes
acumulavam substancias de defesa, o que ndo ocorria nas plantas suscetiveis a doenca
(citado por SILVA & BRAGA, 2004). Estas substincias foram denominadas de
fitoalexinas (do grego phyton = planta e alexin = composto que repele), e sua descoberta
causou mudangas no conceito de resisténcia de plantas a patégenos (FLORES et al.,
2005).

Ao contrdrio dos anticorpos sintetizados pelos animais, as fitoalexinas ndo sio
proteinas, ndo apresentam especificidade e ndo imunizam a planta. Sdo produtos nio
detectados na planta sadia, mas que se acumulam, temporariamente, no local e nos
arredores da infec¢do. Possuem atividade inibitéria sobre bactérias, fungos, nematdides

e efeito toxico para animais e para as proprias plantas. Podem ser acumulados em
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resposta a varios microorganismos, mas também como conseqiiéncia de fatores que
causam estresse na planta, como ferimentos e exposi¢cdo a substincias téxicas (BRAGA
etal., 1991).

A primeira fitoalexina caracterizada quimicamente foi a pisatina (Figura 1),

isolada de plantas de ervilha Pisum sativum (CRUICKSHANK & PERRIN, 1960).

MeO O

Pisatina

Figura 1. Pisatina, a primeira fitoalexina isolada e caracterizada
(CRUICKSHANK & PERRIN, 1960)

Desde sua descoberta, diversas outras fitoalexinas tem sido obtidas de plantas
cultivadas como feijao, soja, ervilha, batata, tomate, alface, algodado, arroz, cevada e
banana.

Folhas, caules, raizes, sementes, flores e frutos podem sintetizar fitoalexinas em
resposta a presenca de um patégeno. As sementes parecem ser particularmente sensiveis
a presenca de microorganismos, sintetizando fitoalexinas em grandes quantidades.
Como a semente representa o principal meio de dispersdo e propagacdo da maioria
plantas, a producdo de substincias de defesa durante a germinagdo e o crescimento
inicial da planta pode ser fundamental para garantir que uma determinada espécie possa
sobreviver e crescer em ambientes de mata e cerrado, onde a presenca de
microrganismos e a limitacdo de fatores como nutrientes, dgua e luz, tornam esses
ambientes altamente competitivos (BRAGA et al., 1991).

Por outro lado, algumas espécies que reconhecidamente ndo produzem
fitoalexinas, como € o caso do café, ja possuem, naturalmente, outras substincias de
defesa e que sdo suficientes para impedir o ataque de alguns patégenos. Isso indica que
a producdo de fitoalexinas parece ter sido selecionada como principal estratégia de
defesa apenas em algumas plantas, havendo outros mecanismos de resisténcia

encontrados em plantas que ndo acumulam fitoalexinas (BRAGA et al., 1991).
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2.2. Historico e definiciao de lectinas

Lectinas, também denominadas aglutininas ou fitohemaglutininas, tém uma das
mais longas histdrias cientificas de todas as proteinas de plantas.

O primeiro estudo sobre lectinas foi realizado por Stillmark (1888), na Russia,
que, estudando toxicidade de sementes de mamona (Ricinus communis), ligou essa
toxicidade a ocorréncia de um fator protéico hemaglutinante, denominando-o Ricina,
descrevendo pela primeira vez em bioquimica de plantas uma proteina com atividade
bioldgica bem definida.

Na verdade, a Ricina com que Stillmark (1888) trabalhou ainda era uma mistura
complexa da verdadeira Ricina com outras aglutininas ndo téxicas.

Posteriormente, efeitos semelhantes ao da ricina foram relatados com uma
proteina de sementes de jeriquiti (Abrus precatorius) denominada Abrina, e com uma
proteina de cértex de Robinia pseudoacacia, a Robina, citado por Van Damme et al.
(1998).

O termo fitohemaglutinina (“Blutkorperchenagglutinin™) foi primeiramente
proposto por Elfstrand (1898), referindo-se a proteinas hemaglutinantes vegetais como
um nome comum a todas as proteinas de plantas que causassem agrupamento de
células. Esse novo termo foi claramente inspirado pela extrema similaridade entre a
atividade macroscopica de algumas proteinas vegetais e algumas aglutininas de soro
animal e humano, essas ultimas descritas inicialmente por Landois (1875).

A idéia de que a toxicidade é uma propriedade intrinseca dessas proteinas foi
abandonada no comego do século, quando Landsteiner & Raubitschek (1907)
reportaram pela primeira vez a presenga de hemaglutininas ndo-toxicas em leguminosas
como Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Lens culinaris e Vicia sativa. Apds esse
trabalho, muitas outras hemaglutininas vegetais ndo-toxicas foram relatadas.

O préximo marco na histéria de lectinas foi a descoberta de que algumas
hemaglutininas exibiam uma preferéncia clara por hemdcias de um tipo particular de
grupo sanguineo humano do sistema ABO. Comecou-se a observar que algumas
proteinas vegetais obtidas de sementes de planta podiam reconhecer um grupo
especifico e aglutind-lo, onde hemdcias do sistema ABO respondiam ao contato com
essas hemaglutininas de maneira distinta, umas aglutinando e outras ndo (RENKONEN,
1948; BOYD & REGUERA, 1949). Essa descoberta foi o motivo direto para a

introdu¢@o do novo termo lectina (legere, do latim, significando escolher, selecionar)
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para definir proteinas vegetais ndo s6 pela sua capacidade aglutinadora como também
pelo seu sentido de selecionar essa interagcdo, ficando entdo definida a nogdo de
especificidade.

Summer & Howell (1936) observaram que cana-de-agicar inibia a atividade
hemaglutinante de Concanavalina A (ConA), mas sé em 1952 € que se foi demonstrado
que as propriedades hemaglutinantes de lectinas eram baseadas numa atividade
especifica de ligacdo a acticar (WATKINS & MORGAN, 1952).

Com o estabelecimento do envolvimento de agucares intermediadores nestas
reacOes aglutinadoras, Goldstein er al. (1980) conceitua lectinas como sendo proteinas
ou glicoproteinas de origem nao-imune ligantes a carboidratos que sdo capazes de
aglutinar células e/ou precipitar polissacarideos ou glicoconjugados.

Essa defini¢do, entretanto, por estar confinada a proteinas carboidrato-ligantes
multiméricas, excluiria toxinas bem conhecidas que s@o pouco aglutinantes e que
contém, na verdade, subunidades estruturalmente reconhecidas como lectinas
(KOCOUREK & HOREJSI, 1983). Esses autores sugeriram entdo uma extensio na
definicdo, onde as lectinas seriam proteinas ou glicoproteinas de natureza nao-imune
capazes de reconhecimento especifico e de ligacdo reversivel, formadoras de
glicoconjugados, sem alteracdo da estrutura de qualquer desses ligantes reconhecidos.
Dessa maneira, outras proteinas ligantes a agtcar, como eventuais enzimas, hormonios e
proteinas de transporte, seriam excluidas, sendo que as lectinas monovalentes estariam
inclusas.

Depois, entretanto, foi observado que algumas lectinas continham um segundo
tipo de sitio de ligacdo que interagia com ligantes que ndo eram carboidratos. Lectinas
de leguminosas, por exemplo, apresentam uma regido rica em aminoacidos hidrofébicos
que se ligam a B-(o-iodofenil)-O-glicopiranosidico (ROUGE et al., 1987). Observou-se,
também, que lectinas que apresentavam especificidade por um determinado grupo de
acucares podiam apresentar diferencas na afinidade quando testados oligossacarideos
mais complexos, sugerindo que outros aminodcidos, além dos envolvidos no sitio de
interacdo a monossacarideos, interagiam com estes carboidratos, acarretando diferencas
na especificidade fina.

Para envolver essa nova propriedade, Barondes (1988) redefiniu lectinas como
proteinas ligantes a carboidratos que ndo fossem anticorpos ou enzimas. Com essa
definicdo, a presenca de pelo menos um dominio ndo-catalitico de ligag¢do especifica e

reversivel a carboidratos € o tnico critério para que uma proteina seja chamada de
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lectina. Baseado nessas consideracdes, recentemente, considera-se como defini¢@o atual
e, provavelmente, a mais utilizada, o conceito de Peumans & Van Damme (1995). Esses
autores consideram que para que uma proteina possa ser reconhecida como lectina, deve
apresentar pelo menos um dominio ndo-catalitico que se ligue reversivel e
especificamente a carboidratos, uma definicio bem menos restritiva que todas as
anteriores.

Considerando suas caracteristicas estruturais, j4 que a definicdo de lectinas
abrange proteinas que se comportam de extensas maneiras, tanto do ponto de vista de
suas propriedades aglutinantes como de sua capacidade de interagir ou precipitar
glicoconjugados em geral, foi proposta uma classificagdo estrutural desse heterogéneo
grupo por Van Damme et al. (1998), em Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas

e Superlectinas (FIGURA 2).

Merolectina Hololectina Quimerolectina

-

Heveina

* ﬁg = Dominio de ||ga(;50 a carboidratos SUPerlectlna

@ = Dominio quitinase

TXLC-I

Tulipa

Figura 2: Representacdo Esquematica de Merolectinas, Hololectinas,
Quimerolectinas e Superlectinas (VAN DAMME et al., 1998).
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Merolectinas sio lectinas constituidas exclusivamente por um unico sitio de
ligacdo a carboidratos (dominio lectinico), sendo, portanto, por sua natureza
monovalente, incapazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados. Como
exemplo, pode-se incluir a Heveina, uma proteina quitina-ligante encontrada no latex da
seringueira (VAN PARIJIS et al., 1991), e as proteinas manose-ligantes, presente em
orquideas, citado por Van Damme ef al (1996).

Hololectinas é a classe que abrange aquelas proteinas de estrutura mais
complexa, possuindo dois ou mais dominios lectinicos relacionados, sendo enquadradas
nesse grupo as hemaglutininas cldssicas. Nesse grupo se incluem as lectinas mais
estudadas. Como exemplo, tem-se a ConBr, lectina de Canavalia brasiliensis, uma
leguminosa da subfamilia Papilonoideae (SANZ-APARICIO et al., 1997).

Quimerolectinas correspondem a classe que reune proteinas que, além de
ligantes a carboidratos, como as mero e hololectinas, possuem um outro dominio que
apresenta atividade catalitica ou outra atividade bioldgica, em outro sitio de ligacdo de
acdo independente. Como exemplo, tem-se a PPL2, uma lectina quitina-ligante isolada
de sementes de Parkia platycephala que possui um segundo sitio, no caso um sitio
catalitico endoquitindsico (CAVADA et al., 2006). Nesse perfil, encontram-se também
as Quitinases Classe 1 em plantas e as RIPs (“ribosome inactiving proteins™) tipo 2,
como abrina e ricina (VAN DAMME et al., 1998). Dependendo do nimero de sitios
ligantes a carboidratos, essas lectinas podem ser mais ou menos aglutinantes.

Superlectinas sdo um grupo especial de quimerolectinas que possuem dois ou
mais dominios que diferem do sitio de ligacdo a carboidratos, tanto em estrutura como
em funcdo, ou apresentam dominios lectinicos distintos, tendo a mesma proteina
especificidade por carboidratos diferentes. A lectina de Tulipa € um exemplo desse
grupo, possuindo um dominio N-terminal manose-ligante arranjado a um dominio
GalNac-ligante ndo-relacionado (VAN DAMME et al., 1996).

Foi somente depois dos anos 70 que lectinas passaram a ser tema de investigacao
em vérios grupos de pesquisa. Nos dltimos 20 anos, entdo, centenas de lectinas tém sido
purificadas e caracterizadas. O conhecimento da diversidade dessas proteinas isoladas
de organismos distintos, entre eles plantas, animais e microorganismos, aliado a sua
grande e diferente especificidade por acticares, faz dessa classe de proteinas ferramentas
valiosas tanto para deteccdo e isolamento de glicoproteinas, como também para
caracterizacdo parcial das por¢des de carboidrato destas e acompanhamento de

mudancas que ocorrem nos agucares de superficie das células em processo de
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desenvolvimento ou de transformagdo. O estudo do maior nimero possivel de lectinas é
fundamental para a elucida¢do de suas funcdes bioldgicas enddgenas. Torna-se de
grande importancia, portanto, o estudo dessa interacdo proteina-carboidrato e os

processos e efeitos bioldgicos envolvidos nesse fendmeno.

2.3. Ocorréncia

As lectinas estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo ja encontradas em
fungos, virus, bactérias, insetos, animais e plantas (MOREIRA er al, 1991),
apresentando grande variedade de formas e tamanhos. Em plantas, sdo principalmente
isoladas de leguminosas, onde se encontram lectinas com alto grau de homologia e
similaridade (SHARON & LIS, 1995). Sdo mais estudadas pela praticidade de obtencdo
de sementes secas, o que gera um grande conhecimento da diversidade de lectinas nesse
grupo, além de um grande nimero j4 estabelecido.

As lectinas vegetais sdo mais amplamente conhecidas pelo simples fato de serem
mais estudadas, ndo significando que seja de fato o grupo de seres que apresentem de
fato mais lectinas.

Sdo encontradas geralmente nos cotilédones e endospermas, sendo também
presentes nas folhas, raizes, tubérculos e flores. A grande maioria de lectinas conhecidas

€ proveniente de sementes.

2.4. Lectinas de Plantas

A funcido fisioldgica que as lectinas desempenham em plantas endogenamente
tem sido aos poucos desvendado. Sugere-se o seu funcionamento como transportadoras
e, consequentemente, no armazenamento de carboidratos (NAKAMURA et al., 2004);
no processo de ligacdo entre bactérias fixadoras de nitrogénio e a raiz na inibi¢do do
crescimento de fungos ou na protecdo contra ataque por insetos (WANG et al., 2000a;
2000b); na regulacdo hormonal do crescimento e desenvolvimento da planta (SANZ-
APARICIO et al., 1997).

Propde-se também que, devido a ampla distribui¢do em vegetais, lectinas podem
estar envolvidas em papéis de defesa dos vegetais contra ataques de bactérias e virus
patogénicos (GILES & HECTOR, 1998), até mesmo contra herbivoros, ajudando na

preservacdo e perpetuacdo das espécies onde sdo encontradas.
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As lectinas vegetais podem ser classificadas em sete familias (FIGURA 3), de

acordo com VAN DAMME et al. (1998):

e Lectinas de leguminosas;

e Lectinas de monocotiledoneas ligantes a manose;
e Lectinas ligantes a quitina;

e RIPs tipo 2;

e [ectinas relacionadas a jacalina;

e [ ectinas relacionadas a amarantina;

e E lectinas de floema de Curcubitaceae.

2.5. Lectinas de Leguminosas

Dentro das lectinas de leguminosas, os principais grupos de especificidades

encontrados, de acordo com Rudiger (1997), sdo:

e Manose, glicose e seus a-glicosideos (em geral, as lectinas ligam-se
igualmente tanto a manose como glicose);

e (Galactose e N-acetilgalactosamina (as lectinas desse grupo séo
especificas para ambos os acticares, podendo ocorrer de a ligacdo a um
deles ser mais forte);

® N-acetilglucosamina (lectinas que se ligam mais fortemente através das
formas oligoméricas do tipo -1,4);

e o -L-fucose;

e QOligossacarideos complexos.

As lectinas de leguminosas, em geral, sdo sintetizadas como protomeros de
aproximadamente 30KDa, com uma seqiiéncia sinalizadora de 20 residuos de
aminodcidos precedendo a cadeia de lectina madura, que guia seu transporte ao Reticulo
Endosplamadtico. Essas cadeias de 30KDa podem se combinar em dimeros, ou

tetrameros (VAN DAMME et al., 1998).
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Figura 3: Estrutura Tridimensional de Lectinas de Plantas. (1) Lectina da familia
da amarantina (ACA - Amaranthus caudatus agglutinin) (2) Lectina de
Monocotiledonea ligante a Manose (Galanthus nivalis ) (3) RIP (Ricina) (4) Lectina
relacionada a Jacalina (Parkia platycephala) (5) Lectina de Leguminosa (Canavalia
maritima) (6) Lectina ligante a quitina (Heveina). Fonte: PDB (Protein Data Bank)
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Segundo Loris et al. (1994), entre as lectinas de leguminosas, os sitios de liga¢do

para residuos hidrofébicos, {ons metais e moléculas de dgua sdo altamente conservados.

2.6. Propriedades quimicas, fisicas e biolégicas

De acordo com Elgavish & Shaana (1997), carboidratos interagem com lectinas
através de pontes de hidrogénio, coordenacdo por metil, Forcas de Van Der Waals e
interagdes hidrofdbicas. O grande nimero de hidroxilas presentes nos agiicares em geral
os permite interagir através de formagdes de pontes de hidrogénio (hidroxilas
funcionando como doadores ou receptores de hidrogénio).

A capacidade de interacdo com carboidrato em uma lectina é atribuida a uma
porcdo limitada da molécula, denominada dominio globular de reconhecimento de
carboidrato (CRD), geralmente com menos de 200 aminodcidos. Os CRDs de muitas
lectinas conhecidas se relacionam quanto a seqiiéncia primdria, o que torna possivel
reuni-las em nimero relativamente pequeno de grupos (WEIS & DRICKAMER, 1996).

Além disso, ja se demonstrou que lectinas de especificidades semelhantes por
carboidratos podem, em alguns casos, apresentar afinidade pelo ligante de maneira
diferenciada, como se alguma diferenga estrutural entre as lectinas pudesse ocasionar
diferencas de afinidade em cada complexo estabelecido entre lectina-ligante, e isto se
referir na poté€ncia das atividades bioldgicas desempenhadas por estas proteinas

(CAVADA et al., 2001).

2.7. Lectinas como Proteinas Vegetais de Defesa

Desde a descoberta das lectinas, pesquisadores t€ém se intrigado pelos seus
possiveis papéis. Uma descoberta ocorreu quando se foi entendido que a grande maioria
de lectinas de plantas pode ndo apenas ter um papel na propria planta, por exemplo,
como uma fonte de nitrogénio ou como um fator de reconhecimento especifico, mas
também interagindo com glicoconjugados de outros organismos, interferindo com o
funcionamento normal desse organismo. E improvavel que para todas as lectinas de
plantas se encontre um papel na defesa. Lectinas que ocorrem em baixas concentracdes
podem estar envolvidas no reconhecimento de processos especificos tanto dentro como

fora da planta. Lectinas de raizes de leguminosas, por exemplo, podem estar envolvidas
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no reconhecimento e/ou ligacdo de Rhizobium e Brudyrhizobium sp. com a finalidade

de estabelecer a simbiose (DIAZ et al., 1989; BOHLOOL & SCHMIDT, 1974).

2.7.1 Evidéncias indiretas sobre o papel defensivo de lectinas de plantas

Desde que as lectinas foram distinguidas de todas as outras proteinas de planta
por sua atividade de ligag@o a carboidrato, pode-se assumir de maneira razodvel que seu
papel fisiolégico envolve sua propriedade de ligacdo ao carboidrato. Em principio,
qualquer reacdo mediada por lectina utiliza-se da sua especificidade de ligacdo a um
receptor glicoconjugado (independente deste receptor se encontrar dentro ou fora da
planta). Consequentemente, a busca pelo papel fisiologico de lectinas de plantas esteve
sempre intimamente ligado a busca por seus receptores naturais. No caso de lectinas, os
receptores podem ser definidos como glicoconjugados que possuem uma molécula de
carboidrato disponivel com estrutura complementar aquela do sitio lectinico. Isso
implica que glicoconjugados de diferentes naturezas, mas com idéntica ou similar
estrutura, podem agir como receptores para a mesma lectina (PEUMANS & VAN
DAMME, 1995).

Embora a primeira descoberta de lectina de planta tenha sido baseada na ligacao
da lectina de mamona a glicoconjugados de membrana de hemdcias humanas, assumiu-
se inicialmente que receptores de lectinas deveriam estar presentes na propria planta.
Entretanto, ji que a busca por receptores endégenos nio renderam dados significantes,
essa idéia foi sendo gradativamente abandonada (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Com excecdo de algumas enzimas (quitinases, glucanases e glicosidades), as
lectinas sdo as unicas proteinas de plantas que sdo capazes de reconhecer e de se ligar a
glicoconjugados presentes na superficie de microorganismos (bactérias e fungos) ou
comprometer o trato intestinal de insetos ou mamiferos herbivoros. Dada a diversidade
de glicanos microbianos e animais, a extensa variedade de especificidade de ligacdo a
carboidrato de lectinas pode ser interpretado como um indicador de sucesso de
desenvolvimento de moléculas de reconhecimento contra diferentes tipos de receptores
com actcares (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Alguns argumentos evoluciondrios, moleculares, bioquimicos, celulares e
fisiologicos indicam que lectinas tém um papel na defesa da planta. O maior argumento
é a observagido de que lectinas de planta se ligam a glicoconjugados de outros

organismos. Embora muitas lectinas de planta sejam hédbeis para se ligarem a acticares
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simples como Glicose, Manose ou Galactose, elas tém uma afinidade muito maior por
oligossacarideos, os quais ndo sdo comuns ou sdo totalmente ausentes em plantas
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Por exemplo, lectinas de planta ligantes a quitina reconhecem um carboidrato
tipico constituinte da parede celular de fungo e do exoesqueleto de invertebrados.
Similarmente, lectinas ligantes a acido sidlico de Sambucus sp. (SHIBUYA et al., 1987)
e Maackia amurensis (KNIBBS et al., 1991) ligam-se a acticares que estdo ausentes em
plantas, mas constituem o componente carboidrato majoritirio de glicoproteinas
animais. O mesmo se mostra verdade para todas as lectinas que se ligam
exclusivamente a complexos oligossacaridicos tipicos de glicoproteinas animais.

Um argumento circunstancial a favor € a estabilidade marcante de muitas
lectinas sob condi¢des desfavordveis. Muitas lectinas sdo estdveis a uma extensa faixa
de pH, s@o habeis a diferentes temperaturas e s@o resistentes a proteases de animais e
insetos. Entretanto, lectinas s@o degradas in vivo, e alguns herbivoros possuem proteases
capazes de digerir lectinas de planta presentes em sua dieta, tornando-se resistentes
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Orgios de estocagem em dorméncia e sementes sdo particularmente vulneréveis,
ja que sdo bastante atrativos a potenciais parasitas e predadores e podem néo dispor de
um sistema de defesa ativo (por causa do seu estado metabdlico inativo). Por exemplo,
sementes infectadas por um inseto ou bulbos atacados por ratos ndo sdo mais viaveis.
Em contraste, uma planta crescente que estd metade atacada por insetos pode sobreviver
e produzir uma prole vidvel. Tomando por consideragdo a adaptacio evolucionaria das
plantas, um argumento razoavel pode ser que elas tenham desenvolvido um sistema de
defesa (passivo) para proteger seus 6rgaos de estocagem e sementes. Por esse ponto de
vista, o acimulo preferencial de lectinas em tipicos 6rgdos de estocagem € certamente
indicativo. Além disso, j4 que a maioria das lectinas estdo presentes em grandes
quantidades e se comportam como proteinas de reserva, algumas plantas acumulam uma
parte de sua reserva de nitrogé€nio como proteinas ligantes a carboidratos (PEUMANS

& VAN DAMME, 1995).

2.7.2. Evidéncias diretas sobre lectinas com papel de defesa em plantas

Evidéncias diretas dos efeitos de lectinas de plantas sobre vdrias classes de

organismos (virus, bactéria, fungos, insetos, animais superiores) foram obtidos
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utilizando a proteina purificada em dietas artificiais ou utilizando plantas transgénicas,

além dos efeitos de uma classe especial de lectinas, as RIPS tipo 2.

a) Atividade Antiviral de Lectinas de Plantas

Além dos efeitos posteriormente descritos sobre RIPs tipo 2, ndo se tem
reportado inibicdo da infecgdo, replicagdo ou propagacdo em virus de plantas por
lectinas de plantas, provavelmente por causa da auséncia de glicanos no virus. Diversas
lectinas de plantas sdo potentes inibidores in vitro de alguns virus animais € humanos,
os quais possuem glicoproteinas (BALZARINI et al.,, 1992). Algumas lectinas de
plantas podem possuir um efeito antiviral indireto: a presenca de lectinas inseticidas
podem prevenir e /ou reduzir a dispersdo de doengas virais transmitidas por insetos, por
exemplo.

Um exemplo de lectina com atividade antiviral, mas contra virus de animal, é a
Scitovirina (SVN), uma proteina com potente atividade anti-HIV (Human
Immunodeficiency Virus), originalmente isolada a partir de extratos aquosos da
cianobactéria Scytonema varium (BOKESCH et al., 2003). SVN liga-se as proteinas
gpl120, gp160 e gp41 de HIV-1, inativando, a concentra¢des nanomolares, linhagens de
laboratério e isolados primdrios de HIV-1. Demonstrou-se que a inibi¢do envolve
interagdes seletivas entre a SVN e glicoproteinas que possuem oligossacarideos ricos

em manose (BOKESCH et al., 2003).

b) Atividade Antibacteriana de Lectinas de Plantas

A parede celular bacteriana constitui-se uma eficiente barreira fisica de protegao.
O componente rigido da parede celular bacteriana é o heteropolimero que alterna
ligacdes B1-4 entre residuos de Acido N-acetilglucosamina e Acido N-acetilmuramico.
O polimero linear estd presente do lado de dentro e fora da parede celular, apresentando
ligacdes cruzadas com pequenos peptidios, numa estrutura exata da qual depende a
bactéria, prendendo fortemente a cadeia polissacaridica que envolve a célula inteira,
prevenindo a turgescéncia celular ou a lise devido a entrada osmoética de dgua
(LEHINGER, 2005)

A parede celular de bactéria também impossibilita qualquer interacdo entre

glicoconjugados de sua membrana e proteinas ligantes a carboidratos, além de prevenir
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que essas proteinas penetrem no seu citoplasma; consequentemente, lectinas de plantas
ndo podem alterar a estrutura ou permeabilidade da membrana ou perturbar o processo
intracelular. Se lectinas de planta t€ém um papel na defesa contra bactéria, € necessério,
portanto, um mecanismo indireto, que € baseado nas interagdes com os carboidratos da
parede celular ou glicanos externos. Lectina de batata, por exemplo, considerada como
uma proteina de parede celular, imobiliza linhagens consideradas avirulentas de
Pseudomonas solanacearum na parede celular (SEQUEIRA & GRAHAM, 1977),
enquanto que linhagens virulentas ndo foram reconhecidas pela lectina, escapando da
ligacdo com a parede celular, multiplicando-se e propagando-se na planta com sucesso.

Outro mecanismo de defesa indireto é o bloqueio de movimentos de uma
bactéria normalmente mdvel na interface ar-dgua por lectina de semente de Datura
stramonium (BROEKAERT & PEUMANS, 1986). O efeito € totalmente revertido por
fetuina, que se liga fortemente a lectina.

O bloqueio da mobilidade bacteriana mediado pela lectina in vitro foi
correlacionado com a rdpida e especifica liberacdo da lectina do revestimento e da
epiderme da semente, contento o movimento da bactéria no solo, prevenindo assim a
invasdo potencial pela bactéria (BROEKAERT & PEUMANS, 1986).

Estudos mais recentes da ligacdo de lectinas de planta aos peptidioglicanos da
parede celular bacteriana indicaram que diversas lectinas de leguminosas interagem
fortemente com 4cido muramico, 4cido N-acetil-murdmico e dipeptidio muramil,
demonstrando que o envolvimento de lectinas na defesa da planta contra

microorganismos estava sendo subestimado (AYOUBA et al., 1994).

¢) Atividade Antifiingica de Lectinas de Plantas

De maneira similar a interagdo com bactérias, lectinas de planta precisam de
mecanismos indiretos de ligacdo aos carboidratos expostos na superficie da parede
celular fungica, j4 que ndo podem se ligar aos glicoconjugados da membrana fingica e
nem penetrar no citoplasma, o que interferiria diretamente no crescimento e
desenvolvimento desses organismos.

Por virtude de sua especificidade, lectinas ligantes a quitina parecem ter um
provavel papel na defesa de plantas contra fungo (e insetos). Como exemplo, estudos in
vitro demonstrando a inibi¢do da germinacdo de esporos e do crescimento de hifas de

Trichoderma viride por WGA (wheat germ agglutinin, lectina do trigo), suportando
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fortemente a hipé6tese do papel antifingico de lectinas de planta ligantes quitina, mas a
preparagdo lectinica encontrava-se contaminada com quitinases (SCHLUMBAUM et
al., 1986).

Posteriormente, BROEKAERT et al. (1989), demonstrou que uma preparacdo
lectinica de Urtiga (UDA, Urtica dioica agglutinin), livre de quitinase, continha
propriedades antifingicas, inibindo o crescimento de Botrytis cinerea, Trickoderma
kamatum e Pkycomyces blakesleeanus. O mecanismo exato da lectina de urtiga ainda
ndo foi completamente elucidado, mas certamente ndo é baseado em atividade
quitindsica e ndo afeta o metabolismo normal das células fingicas. Apenas a sintese da
parede celular parece ser afetada, como resultado de um distirbio na sintese e/ou
deposicdo de quitina (VAN PARIS er al., 1992). Considerando os efeitos de
modificacdo da lectina de urtiga sobre a parede celular flingica e a morfologia da
estrutura das hifas, acredita-se que essa lectina esteja envolvida no controle da
colonizagdo de rizomas por endomicorrizas (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Diversas outras proteinas vegetais ligantes a quitina possuem propriedades
antifingicas, como as merolectinas ligantes a quitina (Heveina, Van Parijs et al., 1991),
e as quimerolectinas pertencentes as quitinases classe I, que conferem resisténcia a

fungos patogénicos devido a sua cadeia catalitica (Collinge et al., 1993)

d) Atividade Inseticida de Lectinas de Plantas

As células epiteliais ao longo do trato digestivo de insetos fitdfagos estdo
diretamente expostos ao conteido da dieta e, portanto, sdo possiveis alvos para
proteinas vegetais de defesa. J4 que glicoproteinas s@o um dos maiores constituintes
dessas membranas, o lado luminal do trato digestivo estd literalmente coberto por
potenciais sitios de ligacdo para lectinas da dieta. Quando a lectina se liga ao receptor
glicoproteina, pode-se provocar um efeito deletério sistémico ou local, podendo pelo
menos repelir, retardar seu crescimento ou até mesmo matar o inseto.

A PHA (Phaseolus vulgaris agglutinin) foi a primeira lectina com propriedade
inseticida descrita, baseada no seu efeito deletério sobre a larva de Callosobruckus
maculatus. Ironicamente, essa primeira referéncia de um papel protetor de lectinas
contra insetos foi baseada em um falso positivo, onde os efeitos eram devidos a uma

contaminag¢do por a-amilase (HUESING et al., 1991a).
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Experimentos recentes demonstraram que lectinas de gérmen de trigo (WGA),
tubérculo de batata e de sementes de amendoim, maga-de espinho ou zabumba (Dratura
stramonium) e Maclura pomifera t€m efeito inibitério sobre o desenvolvimento de
larvas de Callosobruckus maculates, somente sendo ativa a uma concentragdo
fisioldgica a de gérmen de trigo (MURDOCK et al., 1990).

As lectinas quitina-ligantes de arroz (Oryza sativa) e de urtiga também inibiram
o crescimento da larva de Callosobruckus maculatus (HUESING et al., 1991b), mas
parece que esse predador tipico de sementes € insensivel a maioria das lectinas de
plantas e € moderadamente afetado pelas presumiveis lectinas téxicas (trigo, arroz e
urtiga).

Insetos do milho parecem ser mais sensiveis a lectinas dietérias do que esses
predadores de sementes: Ostrinia nubilalis e Diabrotica undecimpunctata, ambos se
alimentam de milho (CZAPLA & LANG, 1990). WGA e lectina de semente de
Bauhinia purpurea foram letais a larva neonata de Ostrinia nubilalis a baixas
concentragdes. Similarmente, a lectina de Phytolacca Americana matou a larva de
Diabrotica undecimpunctata, enquanto que outras lectinas, incluindo WGA, inibiram
seu crescimento (CZAPLA & LANG, 1990).

Resultados promissores foram obtidos com algumas lectinas manose-ligantes de
Monocotileddneas. Dietas triviais com lectinas purificadas de Galantus nivalis e Allium
sativum mostraram ser moderadamente ativas contra Callosobruckus maculatus e
Spodoptera litoralis.

Mais importante, a lectina de Galantus nivalis mostrou uma alta toxicidade
contra insetos da cana-de-agticar ndo apenas em testes com dietas artificiais, mas
também em experimentos com plantas transgénicas (HILDER et al., 1995).

Em geral, ha trés tipos de interacdes possiveis entre as lectinas e o trato

gastrointestinal do inseto (adaptado de PEUMANS & VAN DAMME, 1995):

e Ligacdo da lectina a quitina da membrana peritréfica (lectinas quitina-
ligantes);

e Ligacdo da lectina aos glicoconjugados expostos sobre as células epiteliais
ao longo do trato digestivo (podendo ser internalizada ou ndo);

e Ligacdo de lectinas as enzimas digestivas glicosiladas.
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e) Toxicidade de Lectinas de Plantas Para Animais Superiores

Como em insetos, as células epiteliais ao longo do trato digestivo de animais
superiores estdo totalmente expostos ao conteido da dieta. Supd-se que as plantas
tenham desenvolvido suas proteinas de defesa com agdo sobre esse sitio de interagdo
com os predadores. Desde que as células do limem do trato digestivo estejam cobertas
com glicoproteinas de membrana e mucinas altamente glicosiladas, existem incontdveis
alvos para interagdo com lectinas de plantas dietéreas. Tomando por consideracido a
diversidade de lectinas e sua especificidade por glicanos animais, pode-se predizer que
essas proteinas protegem a planta contra predadores animais. Felizmente, a toxicidade
de lectinas para animais superiores € bem documentada por causa da possibilidade de
risco de saude causado por lectinas presentes em plantas utilizadas para producdo e
alimentacgdo.

Uma boa parte do nosso conhecimento sobre propriedades téxicas de lectinas de
plantas e seus efeitos em animais e humanos tem sido obtido a partir de experimentos
com dietas com PHA purificada e de envenenamento acidental por humanos com feijdo
cru ou mal cozido (Phaseolus vulgaris). A PHA ingerida, a qual € altamente resistente a
proteases, liga-se as vilosidades das células do intestino, onde é rapidamente endocitada.
Quando a lectina entra na célula, induz-se um aumento da atividade metabdlica, que
eventualmente leva & hiperplasia e/ou hipertrofia do intestino delgado (PUSZTALI et al.,
1990).

Além disso, a ingestdo de PHA ou de feijoes crus causa ndusea aguda seguida
por vomito e diarréia. Esse desconforto é tdo severo que animais experimentais sdo
muito relutantes para consumir uma dieta contendo PHA, e algumas vezes eles rejeitam.
Os efeitos severos da PHA ilustram o potencial de lectinas na protecdo contra
predadores.

Embora a maioria das pesquisas sobre a toxicidade de lectinas tenha sido feita
com PHA, hd uma abundancia de evidéncias de que outras lectinas provocam efeito
similar. Por exemplo, as lectinas de Robinia pseudoacacia e Sambucus nigra causam os
mesmos sintomas de toxicidade severa. Como ambas as lectinas sdo abundantes, essas

duas espécies nunca sdo atacadas por roedores, cervos, ou outros animais selvagens,
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enquanto que espécies rodeantes livre de lectinas (dlamo, salgueiro, maca selvagem),
sdo o alimento favorito para os mesmos animais (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Diversas outras lectinas de sementes e 6rgdos de reserva vegetais ligam-se a
mucosa intestinal de ratos e entdo perturbam o funcionamento normal do intestino. Em
adicdo, algumas causam efeitos sist€émicos, como o crescimento do pancreas (PUSZTAI
et al., 1993). Essas lectinas podem também ter um papel na defesa contra predadores. A
presenga de proteinas moderadamente téxicas em sementes € em Orgdos de reserva
podem ser uma adaptagdo evoluciondria. Embora a presenga de lectinas toxicas possa
ndo proteger completamente uma semente ou parte da planta, a reagdo de rentincia pelo

animal pode ser benéfica para a sobrevivéncia da espécie.

f) RIPs Tipo 2: Uma Classe Especial de Quimerolectinas Com Uma

Toxicidade Geral Para Todos Os Eucariotos

RIPs tipo 2 sdo conhecidas por serem potentes agentes citotoxicos. A cadeia B
de ligacdo ao agucar liga-se a um receptor (glicoconjugado) sobre a superficie celular,
promovendo assim a endocitose da cadeia A. Apds sua entrada na célula, a cadeia A
inativa cataliticamente os ribossomos eucaridticos pela clivagem de uma ligagdo N-
glicosidica de um residuo simples de adenina da subunidade maior do RNAr. Em
principio, RIPs tipo 2 sdo extremamente toxicas para todos os eucaridticos ao
alcangarem o citoplasma.

Insetos parecem reagir diferencialmente apds dieta com RIPs tipo 2. A Ricina,
lectina de mamona, foi altamente téxica para os coledpteras Callosobruchus maculatus
e Anthonomus grandis, mas ndo teve efeito algum sobre os lepiddpteras Spodoptera
litoralis e Heliothis virescens (GATEHOUSE et al., 1990). O fato de que alguns insetos
sobrevivem a dieta contaminada com ricina indica que eles tanto podem inativar a
toxina ou ndo ligar-se a toxina. Outra RIP tipo 2, a lectina de Eranthis hyemalis
(KUMAR et al., 1993) foi muito téxica para larvas de Diabrotica undecimpunctata
(maior peste de inseto do milho). Parece provavel, portanto, que RIPs tipo 2 oferecam
boa protecdo a planta contra animais e também alguns insetos.

Em principio, RIPs tipo 2 sdo também tdéxicas para fungos, entretanto, ja que
elas ndo penetram no citoplasma, € dificil propor que tenham um efeito deletério direto
sobre a invasdo fungica. Ribossomos bacterianos sdo insensiveis a RIPS tipo 2, o que

implica que essas toxinas ndo podem exercem algum efeito sobre bactéria.
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Surpresamente, RIPs tipo 2 exibem uma atividade inibitéria contra virus de planta,
embora 0 mecanismo de acdo seja desconhecido. Possivelmente as RIPs incluidas em
suspensdes de virus usadas em testes de infectividade matam as células da planta por
inativagdo de seus ribossomos, provocando uma forma de resposta hipersensitiva

(PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

2.8. Preservacao da Madeira

2.8.1. Introducao

Produtos da madeira sdo extensivamente utilizados em construcio residencial e
outras aplicacdes externas, onde a madeira pode ser degradada por diferentes
organismos. Para prevenir a degradacdo, produtos da madeira ndo durdveis usados
nessas aplicacdes onde estdo susceptiveis a biodeterioragdo sdo tratados com biocidas.
A madeira tratada € um material sustentdvel, de baixo custo e efetiva para construcao,
que requer relativamente pouca energia para ser manufaturada, j4 que darvores
seqiiestram diéxido de carbono da atmosfera para prover seu crescimento. Portanto,
madeira tratada ¢ um material de construgdo econdmico e prové beneficios ecolégicos a
sociedade. Entretanto, a preservagdo da madeira tem recentemente atravessado
dramadticas mudancas mundiais (PRESTON, 2000). Essas mudangas tém sido dirigidas
tanto por interesses ambientais reais e perceptiveis como por regulamentacdes
governamentais. A protecdo da madeira contra os muitos organismos que podem
degradé-la tem problemas tunicos. Os vetores empregados devem ser efetivos contra
uma extensa variedade de organismos e devem permanecer por anos mantendo a
madeira tratada. O mercado mundial para biocidas madeira-preservadores tem um nivel
ativo relativamente pequeno, cerca de U$ 0,6 bilhdes, quando comparado com os U$ 36
bilhdes para agroquimicos (PRESTON, 2003). Além disso, o custo contribuinte do
tratamento ao final do produto da madeira € relativamente pequeno comparado com o
do produto total, usualmente menos que 15%, mas se o produto falha durante sua longa
vida ttil, o preservativo é responsavel pelo o produto inteiro. Portanto, preservacio da
madeira tem um relativo pequeno potencial lucrativo, mas carrega um alto potencial de
responsabilidade (PRESTON, 2003). Em adi¢do a biodegradacdo, outro desafio com a
madeira para exposicdo externa € que a madeira ¢ um material higroscépico que incha

quando umedece e encolhe quando seca, embora cada efeito varie entre as espécies. Isso
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pode levar a mudangas dimensionais indesejaveis que resultam em madeira rachada ou
enlodada com o tempo (PRESTON, 2000; EVANS, 2003). Além disso, a superficie da
madeira exposta a luz do sol pode fotodegradar e a madeira exterior pode ter sua
superficie modificada, se deixada sem manutenc¢do. Portanto, certas espécies de madeira
perdem gradualmente sua aparéncia atrativa inicial e requer manutencio de tempos em
tempos. Isso faz com que a madeira seja vista como uma matéria-prima barata com
propriedades inferiores, quando comparada com outros materiais de construcdo

competidores (SCHULTZ et al., 2007).

2.8.2. Preservacao da Madeira no Passado

A protecio da madeira industrial era tradicionalmente feita apenas com a
primeira geracdo de preservativos, que possuem um bom espectro de atividade contra
muitos organismos que podem degradar a madeira, sio de baixo custo e permanecem
efetivos por muitos anos. Primeira geracdo de preservativos: Creosoto, Pentaclorofenol
(a base de 6leo) e os Arsénicos (a base de dgua), principalmente o CCA (Chromated
Cooper Arsenate) (LEVI, 1973). Antes do desenvolvimento do Creosoto, o primeiro
preservativo industrial desenvolvido ha aproximadamente 170 anos atrds, a escolha era
usar o cerne naturalmente durdavel de certas arvores ou fazer uso de ciclos rdapidos de
substitui¢do de produtos de madeira ndo durdveis. A diminui¢do da disponibilidade de
madeira durdvel permitiu o desenvolvimento de preservativos manufaturados para
espécies de madeira ndo durdveis, mas trataveis (PRESTON, 2000; FREEMAN et al.,
2003).

Creosoto € uma mistura complexa viscosa de hidrocarbonetos poliaromaticos e
outros organicos. Foi primariamente utilizado em aplicacdes ndo residenciais,
principalmente em nos de vias férreas. Recentemente somava cerca de 15 % do volume
de arvores tratadas na América do Norte, mas algumas localidades estavam comecando
a restringir seu uso e também ndo foi extensivamente permitido em paises da Europa
(PRESTON, 2000; FREEMAN et al., 2003).

Pentaclorofenol (Penta) é um biocida organico a base de 6leo que foi
desenvolvido em torno de 1930 e substituiu o Creosoto em muitas aplicacdes
industriais, somando cerca de 5% do volume de madeira tratada na América do Norte,
mas também ndo foi extensivamente permitido em paises europeus (PRESTON, 2000;

FREEMAN et al., 2003).
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Os maiores preservativos de madeira durante a dltima metade do século vinte foi
os Arsénicos Metdlicos a base d dgua, principalmente o CCA (PRESTON, 2000;
FREEMAN et al., 2006). Sendo a base d’4dgua, tratamento com CCA deixou a madeira
sem residuos de 6leo na superficie e a madeira tratada com CCA provou ser um produto
utilizdvel para a grande maioria de ambientes e aplicagdes. O relativo baixo custo
quimico do CCA fez dele um excelente preservativo para aplicagdes residenciais. Nos
ultimos 40 anos na América do Norte o volume total de madeira tratada para aplicacdes
industriais se manteve constante, enquanto que o mercado residencial tem aumentado
satisfatoriamente. A madeira tratada para aplicag¢des residenciais na América do Norte
chegou a somar cerca de 70% dos aproximadamente 18 milhdes de m’ de madeira
tratada anualmente (PRESTON, 2000).

No inicio dos anos 90, as preocupagdes sobre a exposi¢do a arsénicos e cromicos
aumentaram (PRESTON, 2000; FREEMAN et al., 2003; REISCH, 2004). Enquanto
que algumas empresas vinham debatendo essa questdo a um grau considerdvel
(ENGLOT, 2006; SAXE et al., 2007; DUBE, 2003), o resultado foi que nos anos 90
ocorreu uma rdpida remoc¢do de arsénicos e crOomicos de muitas aplicacdes de
preservativos na Europa e no Japdo, e uma segunda gera¢do de preservativos foi
introduzida. Em torno da tltima década, essa mesma mudanga ocorreu na América do

Norte, onde o CCA agora s6 € permitido em aplicacdes industriais e em agriculturas.

2.8.3. Preservativos Atuais

Os biocidas que substituiram CCA para aplicacdes residenciais sdo a segunda
geracdo dos Sistemas Ricos em Cobre a base d’dgua, que cont€ém Cobre (II)
complexado e um cobiocida orginico para controlar fungos tolerantes a Cobre
(PRESTON, 2000; EVANS, 2003; FREEMAN et al., 2003; FREEMAN et al., 2006).
Os principais sistemas sdo: ACQ (alkaline copper quat), CA (copper azole), CX (copper
lyligen) e CB (copper betaine). Esses preservativos sdo os similares efetivos do CCA e,
ja que eles sdo a base d dgua, sdo seguros para aplicagdes residenciais (FREEMAN et
al., 2006).

Outro tipo de preservativo a base d'dgua ndo-metélico disponivel para
aplicagdes residenciais sdo as formula¢des com borato, como o Octaborato disédio
(PRESTON, 2000; FREEMAN et al., 2003; FREEMAN et al., 2006). Boratos tém

baixo custo, tém uma toxicidade extremamente baixa para mamiferos, e um largo
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espectro de atividade contra fungos e insetos, sendo ndo corrosivo, sem cor ou odor e
tém uma longa histéria como preservativo de madeira. Entretanto, boratos podem ser
facilmente carregados por 4gua, entdo madeira tratada com borato é limitada para
aplicagdes sem ou minimo potencial de lavagem (REISCH, 2004).

Ha uma expectativa geral de que a terceira geracdo de sistemas organicos ird
eventualmente ser utilizado para aplica¢des externas residenciais em regides do mundo
onde o maior mercado para madeira tratada existe (EVANS, 2003; FREEMAN et al.,
2006). Biocidas e agroquimicos organicos empregados ou sendo considerados para
preservacdo da madeira incluem: a familia de biocidas conhecida como Triazoles,
Tebuconazoles ou Propiconazoles, os quais sdo altamente efetivos contra um largo
espectro de fungos Basiodiomicetos e exibem uma boa estabilidade e resisténcia a
lavagem da madeira; e os piretréides sintéticos, como a Permetrina, ou os altamente
ativos Neonicotinéides (imidacloprida ou tiametoxam), para prevenir ataque por
térmite/inseto. Poucos biocidas t€m o potencial de controlar ambos fungos e insetos no
mesmo grau. Entre eles, inclue-se: Clorotalonil, baixo custo e baixa toxicidade para
mamiferos, além de resisténcia a lavagem, mas muito dificil para formular; DDAC
(didecyldimethylammonium chloride) e DCOIT (isothiazolone 4,5-dichloro- 2-n-octyl-
4-isothiazol-3-one), os quais exibem extensa eficdcia contra deteriora¢do por fungo e
insetos e tém uma excelente estabilidade na madeira.

Como a grande maioria dos novos biocidas organicos, derivados de
agroquimicos sdo efetivos contra apenas poucos dos vdrios organismos que podem
degradar a madeira, uma combinacdo de dois ou tré€s biocidas orgénicos pode ser
necessdria em algumas formulac¢des, dependendo do nivel de uso e aplicagdo. Para
direcionar alguns dos problemas com sistemas totalmente organicos, especialmente o
alto custo e a biodeplecdo por biocidas orginicos, como microorganismos nao-
deteriorizantes habitantes da madeira, estudos tém sido feitos com aditivos nao-
biocidas, de baixo custo e seguros. Esses aditivos foram desenvolvidos baseados no
conhecimento fundamental de que a degradag¢do por fungo emprega reacdes mediadas
por metal para gerar radicais livres que atacam e degradam a madeira (GOODELL,
2003). Portanto, biocidas organicos foram combinados com compostos complexados
com metal para se ligar aos metais e radicais livres para prevenir a degradagdo da
madeira por radicais (SCHULTZ & NICHOLAS, 2002; SCHULTZ et al., 2005).

Repelentes a base d*dgua provém muiltiplas vantagens para produtos de madeira,

incluindo redu¢do da deterioracdo potencial e da lavagem de biocidas da madeira
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tratada, além de um aumento na estabilidade dimensional em exposi¢do externa. Muitos
desses repelentes sdo baseados em ceras de hidrocarbono e/ou termopldsticos, com o
produto de madeira sendo tratado usando uma formulacdo em emulsio (SCHULTZ et
al., 2007).

A pesquisa estd sendo conduzida sobre outros sistemas repelentes que poderiam
ser utilizados apenas em baixa deterioragdo de ambientes de risco ou combinados com
biocidas para condicdes de risco de maior deteriora¢do. Por exemplo, um sistema a base
d*4gua tem sido formulado a partir de resinas acidas naturais e repeléncia a base d’agua
tem sido descoberta em arranjos obtidos com cera baseada em petréleo (SCHULTZ et

al., 2007).

2.8.4. No Futuro

Especula-se que a futura geracdo de produtos de prote¢do a madeira ird ser
baseada em métodos ndo-biocidas para prevenir a biodeterioracdo. Dessa maneira,
madeira ndo-biocida preservada ja estd disponivel em quantidades limitadas,
primariamente na Europa, e a madeira é quimicamente modificada: madeira acetilada e
madeira tratada com calor (PRESTON, 2003; EVANS, 2003, ROWELL, 2006). A
modifica¢do quimica j tem sido estudado hd mais de 50 anos por vérios pesquisadores
que tém descoberto que, se a madeira é tratada para um certo ganho de peso, isso
satisfatoriamente aumenta a resisténcia a insetos e a deterioracdo e melhora suas
propriedades temporais. Voltado para o recente interesse em madeiras livres de
biocidas, modifica¢cdes quimicas t€m sido novamente interessantes. Cerca de 15 anos
atras, pequenas fabricas produziram diversos tipos de madeira s6lida modificada para
aplicagdes especializadas no mercado japonés, e diversas acetilacdes ou furfurilagées
para modificacdo de madeira estdo sendo consumidas e consideradas na Europa, com
adicional interesse em outros paises. Outra técnica de modificagdo na madeira que tem
sido estudada por cerca de meio século e tem tido algum sucesso comercial recente, na
década passada na Europa, é a madeira tratada com calor (PRESTON, 2003; EVANS,
2003). Nesse processo, a madeira é aquecida em uma atmosfera nio-oxidativa, com o
produto resultante utilizado para ter aumentada a resisténcia a deterioragdo e a
estabilidade dimensional. Todavia, a susceptibilidade a térmites permanece um
problema maior, sendo assim, a madeira tratada com calor ndo é ajustdvel para regides

onde térmites estdo presentes.

47



Outro método ndo-biocida inclui madeira tratada com vdrios polimeros ou
monodmeros in situ, tanto se ligando sozinhos e/ou com 0s componentes estruturais da
madeira (ROWELL, 2006). O custo efetivo de cada método é de ordem maior do que
qualquer método biocida anteriormente citado, e os processos dos tratamentos requerem
muita atengdo.

Processos futuros para preservar a madeira podem envolver o retorno para o uso
histérico de cerne naturalmente durdvel e resistente. O cerne de muitas drvores tem certa
resisténcia natural, com excepcional alta resisténcia e durabilidade observada em
algumas poucas espécies. Se essa durabilidade e/ou resisté€ncia poder ser entendida,
pode ser possivel através do uso de técnicas genéticas desenvolver plantios de arvores
que desenvolvam rapidamente o cerne com uma durabilidade e resisténcia que se
arranjem como uma madeira tratada com a segunda e terceira geracdo de biocidas
(EVANS, 2003). Além disso, o estudo e aplicacio de compostos ativos naturais
presentes em plantas que lhe confiram resisténcia a essa diversidade de organismos
biodeterioradores também se mostram promissoras ferramentas biotecnoldgicas na
produciao de plantas transgénicas com madeira de melhor qualidade e durabilidade.

Muitos grupos pesquisadores estdo se esforcando de maneira a desenvolver
produtos com propriedades confidveis e desejdveis, que podem ser comprados por
consumidores para utilizd-los conforme necessidade e/ou para prover potencial lucro

apropriado, com a viabilidade da longa duracido de um produto industrial inovado.

2.9. Térmitas

Os cupins ou térmitas (do latim, tfermes = verme da madeira) sdo insetos eu-
sociais da ordem Isoptera (do grego, isos = igual, ptera = asas, ou seja, dois pares de
asas semelhantes). Restos fossilizados destes insetos ja foram encontrados em
formagdes geoldgicas datadas de 55 milhdes de anos. Estdo representados nas Américas
por cerca de 90 géneros distribuidos em 5 familias, com cerca de 640 espécies.
Registram-se no Brasil cerca de 290 espécies em 67 géneros (FLORENCIO, 2006).

Ocorrem principalmente em regides tropicais e subtropicais, com algumas
espécies sendo encontradas em lugares de clima temperado e outras em regides
desérticas. Dependendo do habitat e do género, os cupins podem nidificar em diversos
locais, construindo seus ninhos no interior de arvores (raizes, troncos), de méveis ou de

estruturas de edificacdes; em troncos e paus em decomposicdo, € no solo
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(subterraneamente ou exteriormente em forma de monticulos), com formatos e
tamanhos diversificados (KAMBHAMPATI & EGGLETON, 2000).

Vivem em coldnias, em sistema de cooperagdo miitua, onde os individuos sdo
divididos em castas: a dos reprodutores, formada basicamente pela rainha, rei e
reprodutores alados (siriris ou aleluias); a casta dos operdrios; a dos soldados, e outras
castas menores (KOSHIKAWA et al., 2002).

Os soldados s@o morfologicamente bem diferentes dos operdrios e sdo os
responsaveis pela defesa da coldnia, apresentando muitas adaptagdes para esta fungéo.
Por exemplo: as mandibulas podem ser muito desenvolvidas (defesa mecanica), de
variadas formas, simétricas ou assimétricas; podem apresentar glandulas especiais que
produzem substincias usadas na defesa quimica (HOJOA et al., 2002). Os soldados ndo
realizam outras tarefas na colonia e sdo alimentados pelos operarios.

O papel ecoldgico dos térmitas é dos mais importantes. Juntamente com as
formigas, constituem e interagem com enorme parte da biomassa nos ecossistemas
tropicais, habitando desde areas de vegetacdo aberta como o cerrado até as florestas
tropicais, funcionando como consumidores primdrios e decompositores, atuando na
reciclagem dos nutrientes acumulados nos tecidos vegetais. Também promovem
beneficios no solo, aerando, drenando e transportando nutrientes (VASCONCELOS et
al., 2005).

Entretanto, cerca de 10% das espécies conhecidas de isdpteros estdo registradas
como pragas. A Tabela 1 apresenta géneros e espécies atuais que ocorrem no Brasil e no
Mundo e sdo consideradas espécies-praga.

O principal dano causado pelos cupins é conseqiiéncia da sua capacidade de
“digerir” celulose. A celulose é digerida por protozodrios flagelados e bactérias que
vivem no tubo digestivo desses animais. Esta associacdo é um excelente exemplo de
simbiose. Os simbiontes protozodrios ocorrem em todas as familias, exceto em
Termitidae. Varias espécies de cupins s@o pragas agricolas nos trépicos, alimentando-se
de vdrias partes de plantas cultivadas, constituindo ameacas a plantagdes de cana-de-
acucar, eucalipto, frutiferas, entre outras (FROHLICH et al., 2007).

A biodegradacdo da madeira por cupins é um dos problemas mais sérios para a
sua utilizacdo. Sabe-se também que os térmitas danificam uma variedade de materiais
que variam de telas de papel a materiais ndo-celuldsicos tais como o betume do asfalto e

folhas de metal (BULTMAN et al., 1979).
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Os problemas com cupins vém crescendo e causando prejuizos cada vez maiores
em diversas dreas urbanas no Brasil e no mundo. Provavelmente o impacto ambiental
provocado pelo processo de urbanizacdo e a elevada plasticidade bioldgica dos cupins
tém contribuido para este aumento. Os danos as estruturas de madeira e a outros
materiais celulésicos causados por térmitas chegam a mais de US$ 3 bilhdes em todo o
planeta, anualmente (SU & SCHEFFRAHN, 1990).

Controlar cupins é, certamente, um dos mais dificeis desafios técnicos
enfrentados pelos profissionais de controle de pragas do mundo inteiro. O sucesso no
controle de qualquer praga (e, em especial, as de cupins) depende diretamente do nivel
de conhecimento sobre a biologia e comportamento das espécies-alvo. Destacam-se
como altamente prejudiciais a economia e em areas domiciliares e peridomiciliares, os
géneros Coptotermes, Heterotermes, Nasutitermes, Cryptotermes € Syntermes, entre
outros (SU & SCHEFFRAHN, 1990).

O método convencional de combate aos cupins tem como principio a utilizagdo
de produtos quimicos. Os inseticidas atuais, principalmente organofosforados e
piretréides, apresentam toxicidade para o homem e outros seres vivos, alem de risco de
contaminagdo ambiental. Para evitar os problemas ambientais de polui¢do e saude
causados pelo uso de preservativos ou de pesticidas sintéticos, o interesse pelo uso de
substancias naturais, ndo-toxicas ao homem e a outros animais, tem aumentado
(CHANG et al., 2001). As madeiras-de-lei, resistentes ao ataque de cupins, constituem
potenciais exemplos de fontes alternativas de compostos destinados ao controle de
térmitas (CAVALCANTE, 1982).

Atualmente, a espécie de maior expressdo urbana é Coptotermes havilandi,
bastante conhecida pelo comportamento voraz, agressivo e com alto poder de destruicdo
patrimonial. Entretanto, um outro importante grupo de cupins vem sendo favorecido
pelo desequilibrio ambiental provocado pelo homem. Os Nasutitermes (Termitidae) sdo
mundialmente conhecidos por causarem danos em diversas pecas de madeiras e em
construcdes, demonstrando sinais de acentuada nocividade, infestando residéncias,
cercas e arvores, em decorrente do desequilibrio causado pela ocupagdo inadequada
pelo homem (FIGUEIREDO, 2004; FILHO et al., 2006; MIURA et al., 2000).

O género Nasutitermes tem distribuicio mundial e ¢ um dos mais ricos em
espécies. O nimero de individuos em um ninho (FIGURA 4) pode chegar a tré€s milhdes

e a longevidade maxima das coldnias de Nasutitermes, € de 40 a 80 anos. No Brasil,
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Tabela 1. Listagem de géneros de cupins que ocorrem no Brasil, nas Américas e

no mundo e sdo considerados como espécies-praga.

Familia/Subfamilia Géneros No de ]?spécies
Mundo Américas Brasil

Incisitermes 28 20 1

Familia Kalotermitidae Tauritermes 3 3 2
Cryptotermes 54 16 4

. . o Coptotermes 76 5 3
Familia Rhinotermitidade Heterotermes 49 9 4
Familia Serritermitidae - - - -
Familia Termitidade / ) ) ) )

Subfamilia Apicoterminae
Nasutitermes 241 72 47
Cornitermes 15 15 10
Familia Termitidade / Cortafztermes 3 3 !
. Armiternes 12 12 9
Subfamilia i
. e Embiratermes 14 14 8
Nasutitermitinae .

Procornitermes 6 5 5

Rhynchotermes 6 6 5

Syntermes 27 23 20

Familia Termitidade / Amitermes 104 17 3

Subfamilia Termitinae

Familia Termopsidae
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esse grupo tem ampla distribuicdo. Enquanto gé€nero, sdo morfologicamente bem
diferenciados da grande maioria dos cupins pelo aspecto bem caracteristico da cabeca
nos soldados (FIGURA 4), mas a classificacdo ao nivel de espécie ndo é uma tarefa facil
(KAMBHAMPATI & EGGLETON, 2000; MIURA et al., 2000; CONSTANTINO,
1992; SCHEFFRAHN et al., 2002).

Figura 4. Nasutitermes corniger. (a) Ninho de Nasutitermes corniger.
(b) Soldado e (c) operario de Nasutitermes.

Os ninhos de Nasutitermes podem apresentar padrdes endégenos ou exdgenos.
Em seu ambiente natural, os Nasutitermes geralmente sdo cupins arbéreos, construindo
seus ninhos em troncos. Algumas espécies também constroem ninhos diretamente no
solo ou no sistema radicular. Todos esses casos sao exemplos de padrdes enddgenos. Ja
no meio urbano, eles constroem seus ninhos preferencialmente em telhados, forros e
vaos estruturais, afastados da superficie do solo, caracterizando um padrao exégeno. Os
Nasutitemes também sio capazes de caminhar sobre o solo em trilhas, semelhante as
formigas cortadeiras, ndo necessitando a qualquer momento se locomoverem dentro de
tineis (FLORENCIO & DIEHL , 2006; CUNHA et al., 2005; FIGUEIREDO, 2004;
SCHEFFRAHN et al., 2002 ; EDWARDS & MILL, 1986).

Nas areas propensas ou com histérico da presenca de Nasutitermes, propdem-se
acdes de controle quimico, ainda na fase de pré-constru¢do dos ninhos, para prevenir
infestacdes e, conseqiientemente, os sérios danos econdmicos decorrentes da acdo deste
grupo. O esclarecimento da resisténcia natural de madeiras € uma ferramenta essencial
para o desenvolvimento de substincias que possam ser utilizadas no controle desses

cupins (FILHO et al., 2006).
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2.10. Fungos

Os fungos sdo organismos nao-fotossintéticos que crescem como uma massa de
filamentos (hifas) entrelacados e ramificados, conhecida como micélio. Os fungos, em
sua maioria, tém sua parede celular constituida por celulose ou quitina JAWETZ et al.,
1991). Estes microrganismos sdao ubiquos, encontrados no solo, dgua, vegetais, homem
e detritos em geral (TRABULSI, 2000). Muitos dao origem a doengas em plantas,
contudo somente cerca de 100 das milhares de espécies conhecidas de levedura e fungos
filamentosos provocam doengas em seres humanos ou em animais. Candida albicans,
levedura ovalado, trata-se de um membro da flora normal das mucosas nas vias
respiratérias, gastrintestinais e genitais femininas. Nesses locais, pode predominar e
associar-se as condi¢cdes patogénicas, podendo provocar doenga sist€mica em pacientes
imunodeprimidos ou debilitados e ser comumente transmitida de um ser humano para
outro (MEYER et al., 2000). Aspergillus niger apresenta conidiéforos simples, cabeca
conidial grande, radiada e preta. E patogénico ao homem, capaz de provocar aspergilose
pulmonar, aspergilose disseminada, lesdes cutdneas, nasais € no sistema nervoso
central, bem como outros processos. Colletotrichum, forma assexuada de Glomerella
cingulata, apresenta micélio de coloracdo branca, conidios hialinos e arredondados. O
Colletotrichum gloesporioides corresponde ao estado conidial de Glomerella cingulata.
Este género é um dos mais importantes e difundidos na natureza, com mais de 1.000

espécies, sendo normalmente patégeno de plantas (LACAZ et al., 1998).

Alguns fungos fitopatogé€nicos, principalmente do género Fusarium, como

Fusarium oxysporum, apresentam importantes implicagdes na satide das plantas e do
homem (DI PIETRO et al.,, 2003; WANG & NG, 2003).

Uma das principais propriedades das madeiras é a sua maior ou menor
suscetibilidade em ser atacada por organismos xil6fagos. Dentre estes, destacam-se os
fungos apodrecedores. Madeiras que apresentam elevada durabilidade natural a esses
organismos podem ser destacadas por um alto grau de nobreza, conferindo-lhes um
amplo espectro de utilizagdo e, conseqiientemente, tornando-as mais valorizadas no
mercado. Sabe-se que o grau de resisténcia aos agentes bioldgicos é muito varidvel entre
as madeiras, sendo um grande nimero destas caracterizadas por apresentarem elevada
resisténcia ao ataque de insetos e de fungos apodrecedores. Com relagdo ao

apodrecimento causado pela atuacdo de enzimas produzidas pelos fungos, Seabright

(1995) afirma que estas s@o produzidas a partir de varios biocatalizadores, em que cada
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uma dessas substincias desenvolve fungdes especificas, como a aceleragdo ou controle
das reacdes bioquimicas. Esses biocatalizadores sio macromoléculas de proteinas com

estrutura supermolecular definida, contendo um centro ativo. A hifa secreta enzimas
destruidoras de celulose, quebrando a estrutura cristalina por expansdo intermolecular,
resultando na clivagem de algumas ligacdes de hidrogénio e covalentes. Vdrias outras
enzimas agem também sinergicamente, quebrando e degradando a celulose ndo
cristalizada em cadeias oligoméricas mais curtas e em unidades de celobiose (duas
unidades de anidro-glicose), chegando, finalmente, a simples mondmeros de glicose,
que podem ser digeridos pelas hifas. Pode-se afirmar que a quebra enzimatica consiste
basicamente na transformag@o dos componentes insoliveis da madeira, em produtos
soliveis, e em seguida em compostos quimicos simples, capazes de serem
metabolizados. Segundo Oliveira et al. (1986), esse processo pode ser relativamente
rapido, demonstrando, assim, a efici€ncia dos fungos xiléfagos em degradar substratos
lignoceluldsicos. Segundo Santos (1992), a madeira sob ataque de fungos apresenta
alteracdes na composicdo quimica, reducdo da resisténcia mecanica, diminuicdo de
massa, modificacdo da cor natural, aumento da permeabilidade, reducdo da capacidade
actstica, aumento da inflamabilidade, diminui¢ao do poder calorifico e maior propensdo
ao ataque de insetos, comprometendo, dessa forma, a sua qualidade e inviabilizando a

sua utilizagdo para fins tecnoldgicos.

2.11. Platypodium elegans Vogel

Platypodium elegans Vog (FIGURA 5) — Leguminosae (jacaranda-branco) é
uma espécie nativa brasileira, de ocorréncia natural no Cerrado e em zonas de transi¢do
Cerrado-Floresta Estacional; encontrada em terrenos bem drenados (LORENZI, 1998),
sua madeira, moderadamente pesada, dura, porém de tecido frouxo, moderadamente
durdvel quando em ambientes internos, reconhecidamente resistente, ¢ empregada na
carpintaria, marcenaria, obras internas, cabos de ferramentas, etc.; além disso, esta
espécie apresenta potencial ornamental, sendo utilizada na arborizagdo de ruas e
avenidas, e, como planta pioneira e rudstica, ndo pode faltar nos plantios mistos
destinados a recomposi¢do de dreas degradadas de preservacdo permanente (SCHORR
et al., 2004). Segundo Mendonga Filho (1996), o muriqui se alimenta de suas folhas.

Nao hd nenhuma aplicagdo medicamentosa tradicional reportada. Nomes

comuns: Jacarandd do Campo, amendoim-bravo, amendoim-do-campo, faveiro,
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jacaranda-bana, jacarandd-branco, jacarandd-td, jacarandazinho, secupiruna,
uruvalheira.

Possui uma altura média de 8-12 metros, folhas compostas, paripinadas, com
foliolos de 3cm. Suas flores sdo amarelas e pequenas (floracdo entre Setembro e
Outubro), cujo fruto alado, de aproximadamente 6cm, marrom claro, permanece muito
tempo na drvore apds maduro. O fruto de P. elegans é do tipo sdmara, apresenta um
nucleo seminifero envolto por pericarpo bastante rigido e contornado por alas coridceas
vascularizadas (Barroso et al., 1999); € praticamente impossivel separar a semente do
fruto (Lorenzi, 1998). As sementes possuem 1,5cm de comprimento. Essa espécie ja foi
reportada como nodulada por Halliday & Nakao (1982).

Filogenia:

Familia Leguminosae (Fabaceae)

SubFamilia Papilionoideae
Tribo Dalbergieae DC.
Género Platypodium Vogel

Platypodium elegans Vogel

2.12. Lectina de Platypodium elegans

De acordo com Benevides (2006), sementes de Platypodium elegans possuem
pelo menos uma lectina especifica por manose/glicose e seus derivados, capaz de
aglutinar hemacias de coelho, mas que ndo aglutina hemadcias do Sistema ABO. Esse
trabalho descreveu o isolamento e a purificacdo parcial desta lectina, relatando
rendimentos e fatores de purificagdo obtidos. Seus resultados descrevem uma lectina
que se constitui como uma metaloproteina tipica de lectinas de leguminosas, capaz de
manter 50% de sua atividade até 60°C, cujo perfil eletroforético revela a presenca de um
protomero (subunidade o intacta) e seus fragmentos (B e y). Até este presente trabalho,
nenhuma atividade bioldgica havia sido investigada e/ou relatada com preparacdes

lectinicas de sementes de P. elegans.
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Figura 5: Platypodium elegans. (a) Representagdo Esquematica de folhas e frutos (b)
Representacao esquemadtica da Exsicata (c¢) Detalhes do fruto imaturo e maduro. (d) Copa.
Florag¢do amarela, folhas compostas paripinadas (e) Tronco (f) Fruto imaturo
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2.13. Hipotese de Trabalho

Sementes de Platypodium elegans Vogel possuem uma lectina manose/glicose
ligante, com um potencial termiticida e fungicida satisfatério, os quais evidenciam a
participacdo da lectina na defesa vegetal e a revelam como um instrumento

biotecnoldgico explordvel.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo Geral:

Objetivou-se obter a lectina purificada de sementes de Platypodium elegans,
avaliando seu potencial biolégico na capacidade fungicida e termiticida, abrindo
possibilidades de sua utilizacdo como ferramenta biotecnolégica nas dreas de
engenharia genética de plantas mais resistentes, pela sua possivel correlacio com a

defesa vegetal.

3.2. Objetivos Especificos:

e Obtencdo de uma lectina de sementes de Platypodium elegans purificada por
métodos cromatograficos tradicionais;

e Caracterizar essa lectina quanto a sua afinidade por agicar e por seu perfil
eletroforético;

e Descrever e disponibilizar um protocolo vidvel e reprodutivo para a obtengdo de
uma lectina com rico potencial bioldgico;

e Detectar e avaliar o potencial termiticida e/ou repelente da lectina de sementes
de P. elegans sobre operdrios e soldados de Nasutitermes corniger, praga em
grandes metrdpoles, correlacionando com a possibilidade de sua acdo sobre a
defesa da planta, em especial sobre a semente e madeira;

e Detectar e avaliar o potencial fugincida da lectina de sementes de P. elegans
sobre os fungos fitopatogé€nicos Fusarium solani, F. oxysporum, F.
Decemcellulare, F. moniliforme e F. lateritium, correlacionando com seu

possivel papel na defesa da planta.
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4. MATERIAIS E
EQUIPAMENTOS
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4.1. Materiais Reagentes:

Acido Acético

Acido Fosférico

Acrilamida e Bis-acrilamida
Acucares simples e glicoproteinas disponiveis
Agar

Azul de Bromofenol

BSA

Cercobin

Coomassie Brilliant Blue G e R
Enzimas Proteoliticas Papaina e Tripsina
Etanol

Glicerol

Glicina

HCl

Isopropanol

Marcadores moleculares disponiveis
Matriz Quitina

Matriz Sepharose CL-6B

Meio YNB (Yeast Nitrogen Base)
Metanol

NaCl

NaOH

n-Hexano

SDS (Dodecil Sulfato de So6dio)
Sulfato de Amonio

Temed

Tris
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4.2. Materiais Biolégicos:

Hemacias de coelhos albinos (Nova Zelandia) adultos e sadios selecionados.
Sementes de Platypodium elegans.

Térmitas Nasutitermes corniger (Motschulsky).

Fungos Fusarium solani (URM-2480), F. oxysporum (URM-2489), F.
moniliforme (URM-3226), F. decemcellulare (URM-3006) e F. lateritium
(URM-2491).

4.3. Equipamentos:

Agitador de Tubos MA 162 Marconi

Agitador mecanico

Agitadores Magnéticos Fisatom

AKTA (HPLC)

Aquecedor elétrico

Balanca Analitica AA-200 Denver Instruments Company
Balanca Digital Bel Engineering

Banho de Alcool

Centrifuga Bancada EBA 3S Heltich

Centrifuge 5810R, Eppendorf

Electrophoresis Power Suply-EPS 3500XL Pharmacia
Espectrofotometro VIS LBK Novaspec II Pharmacia
Estufa Bioldgica

Liofilizador Lyph Lock 4.5 Lab Conco

Massas magnéticas

Membranas de Celulose para didlise (Exclusdo 12kDa)
Microcentrifuge SD Eppendorf

pH Meter Model 420 A Orion

Pipetas automaticas Gilson, Eppendorf, Finnpipette Digital
Placas de Petri (9 x 1,5 cm)

Spectronic Genesys 5 Spectronic Instruments

Vidraria em geral
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S. METODOLOGIA /
ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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5.1. Procedéncia do Material

Sementes de Platypodium elegans (FIGURA 6) foram adquiridas
comercialmente da Reserva de Reflorestamento Flora Tieté, Sao Paulo. O material foi
enviado ainda nas vagens, embora ja maduras e parcialmente partidas, chegando-se

apenas as por¢des que continham a semente.
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FIGURA 6. Representagdo do fruto e semente de P.
elegans. (a) Fruto maduro (b) Detalhes da Semente.

5.2. Obtencao de Farinha

As sementes tiveram suas vagens retiradas, sendo entdo descascadas e
submetidas a maceragéo, até a obtencdo de um pé fino, denominado farinha, apropriada
para o processo de extracdo protéica. A delipidacdo dessa farinha foi feitac com n-
Hexano, um solvente organico largamente usado para esse fim. Ao final desse processo,
a farinha delipidada foi mantida exposta & secagem a temperatura ambiente em capela

até que todo residuo do solvente volatilizasse.
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5.3. Extracao Total de Proteinas da Farinha de Sementes de Platypodium

elegans

As proteinas soltiveis da farinha (delipidada) de sementes de P. elegans foram
extraidas com solucdo salina (NaCl 0,15 M) na propor¢do de 1:10 p/v, sob agitacdo
constante, durante de 1 hora, conforme descrito por BENEVIDES (2006).

A suspensdo obtida foi centrifugada a 10000 g, temperatura 4°C, por 20 minutos.
Ensaios de atividade hemaglutinante e de dosagem de proteinas soliveis, para o
posterior célculo da atividade especifica, util para futuras comparagdes e andlises foram

realizadas no sobrenadante obtido, denominado extrato total.

5.4. Deteccao de Atividade Hemaglutinante (A.H.) no Extrato Total

A presenca de holo ou superlectinas em uma amostra pode ser facilmente
detectada a partir de ensaios de aglutinagdo celular, quando estas interagem com
carboidratos de superficie através de seus sitios de ligagdao, formando um precipitado
visivel macroscopicamente.

A determinacdo da atividade hemaglutinante (A.H., FIGURA 7), foi feita
segundo MOREIRA & PERRONE (1977), adaptado por CAVADA (1980). O extrato
total, bem como as fragdes obtidas no decorrer do processo de purificacdo da lectina de
P. elegans, obtido foram submetidos a esse teste da seguinte forma, utilizando-se
hemacias de coelho:

As amostras, em duplas seriadas, foram diluidas em tubos (1:2, 1:4, 1:8...) em
Tris-HCI 0,1M pH 7,6 contendo NaCl 0,15M. A 100uL de cada dilui¢do adicionou-se
100uL de uma suspensdo de hemadcias normais e tratadas (com papaina ou tripsina) a
2% em NaCl 0,15M. O ensaio foi incubado a 37°C por 30 minutos e, apds esse periodo,
deixado em repouso a temperatura ambiente por mais trinta minutos. A presenga ou nio
de hemaglutinacgio foi entdo detectada macroscopicamente.

Suspensdes de hemadcias foram previamente submetidas a dois tratamentos
enzimdticos diferentes, com as enzimas Tripsina e Papaina. O objetivo deste passo foi,
ao clivar cadeias protéicas presentes e expostas na membrana celular de hemdcias,

disponibilizar o acesso a maior variedade possivel de cadeias glicanas.
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O titulo de hemaglutinacio (Unidades de Hemaglutinacdo-UH) foi definido
como sendo o inverso da maior dilui¢do ainda capaz de apresentar hemaglutinacdo

visivel macroscopicamente.

%

Figura 7. Representacio esquematica de hemaglutinac@o por lectinas, baseada em
KENNEDY et al (1995). Lectina  Z+— e seus ligantes @, ., @ | de

- ) 2

superficie da célula , carboidratos ou ndo carboidratos, ligantes ou nao.

5.5. Dosagem de Proteinas Solaveis

O teor de proteinas soliveis no extrato de sementes de Platypodium elegans e
nas fragdes obtidas durante a purificacdo da lectina foi determinado pelo método
descrito por BRADFORD (1976).

A cada 100uL de amostra, diluida ou ndo, 2,5mL do reagente de Bradford foram
adicionados. A mistura foi entdo deixada em repouso por cerca de 10 minutos e em
seguida teve sua absorbancia determinada a 595nm em um espectrofotdmetro de luz
visivel (VIS LBK Novaspec II, Pharmacia). A concentragcdo de proteinas soliveis nas
amostras analisadas foi determinada a partir de uma curva padrio obtida com o uso de

solugdes de concentragdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).
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5.6. Calculo da Atividade Especifica

Apds a obtencdo do titulo de hemaglutinagdo a da quantidade de proteinas
soliveis, a atividade especifica para cada uma das fra¢des até foi calculada, com o
objetivo de se monitorar avancos na concentragdo/purificagcdo da lectina em estudo.

O cdlculo foi feito pela divisdo do titulo de hemaglutinacio (UH/mL) pela
dosagem de proteinas soliveis (mgP/mL), cujo quociente foi expresso em UH/mgP
(unidades de hemaglutinacdo por miligrama de proteina). Esses resultados poderdo ser
entdo comparados, levando a escolha da melhor condi¢do / fragdo purificadora ou

concentradora da atividade hemaglutinante.

5.7. Inibicdo da A.H. por Acucares Simples, Glicoproteinas e Acucares

Sulfatados

Esse ensaio foi realizado com o Extrato Total, depois de submetido ao teste de
AH. para se verificar em qual maior diluicdo essa fracdo ainda era capaz de apresentar
AH visivel a olho nu e em que tipo de tratamento enzimético das hemadcias essa situagéo
era melhor observada.

Alguns agtcares, simples ou sulfatados, bem como glicoproteinas disponiveis
para o projeto, foram selecionados. 100 microlitros de cada agicar foram adicionados
serialmente em Tris-HCI1 0,1M pH 7,6 contendo NaCl 0,15M. Ap6s diluicdao do agucar
ou glicoproteina, 100ul. da fracdo selecionada encerrando 4UH foram adicionados. O
ensaio foi entdo incubado a 37°C por 30 minutos, e, apds isso, mantido em repouso a
temperatura ambiente por mais trinta minutos.

Duzentos microlitros de sangue de coelho tripsinisado foram acrescidos a todas
as diluicdes dos agucares ou glicoproteinas contendo a fracdo diluida. A mistura foi
novamente incubada a 37°C, durante 30 minutos, e depois, deixada em repouso a
temperatura ambiente por mais 30 minutos. A inibi¢do da AH pelos agtcares foi entdo
determinada, além se se observar, para aqueles agiicares que se mostraram capazes de
inibir a AH, a maior dilui¢do em que se permaneceu a auséncia de AH, ou seja, que
menor concentragdo de tais actcares ainda inibe a AH (concentragdo minima inibitdria).

Este procedimento pdde certificar a especificidade da lectina presente na fracio

em estudo, ja relatada por Benevides (2006).
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5.8. Isolamento por Cromatografias de Afinidade e Troca Ionica

Para a obteng¢do da lectina purificada de sementes de P. elegans foram utilizadas
técnicas cldssicas de Cromatografias a partir de adaptagdes feitas de Benevides (2006).

A partir do resultado obtido com a inibi¢do da A.H. por actcares simples, foi
possivel escolher a cromatografia de afinidade como uma estratégia de maior
purificacdo da Lectina em estudo. Nesta técnica, o aglicar determinado como forte
inibidor da A.H foi imobilizado numa matriz adequada. As fragdes coletadas foram
monitoradas por absorbancia em comprimentos de onda de 280 nm.

Outra técnicas cromatograficas (troca idnica) foram utilizadas, conforme se
mostraram necessdrias para se obter a lectina em estado de pureza adequado,
estabelecendo-se entdo um protocolo vidvel e certificado para purificagdo de uma
lectina de Platypodium elegans, inclusive a utilizacdo de cromatografias acopladas a

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) .

5.8.1. Cromatografia de Afinidade em Quitina

Neste procedimento cromatogrifico, a quitina foi utilizada como aguicar
imobilizado, cujo mondmero (GlucNac) foi determinado como um bom inibidor da
A.H, a quitina.

Como ponto de partida para a purificacdo da lectina o extrato total foi aplicado
em gel de Quitina previamente equilibrado em NaCl 0,15M, sendo incubado por 12
horas. A fracdo ndo retida foi eluida com a prdpria solugdo salina (NaCl 0,15M) e
coletada em fracdes; logo apds, a fracdo retida foi eluida com Tampdo glicina-HCl
0,IM pH 2,6 contendo NaCl 0,15M, e também coletada em fragdes. As fracdes
coletadas foram monitoradas por absorbancia a 280 nm.

As fragdes ou picos obtidos foram exaustivamente dialisados contra agua
destilada e entdo liofilizados. A AH e o teor de proteinas soliveis foram avaliados e o

célculo da Atividade Especifica dos picos obtidos calculado.

5.8.2. Cromatografia de Troca Ionica em DEAE-Sephacel

Apés a cromatografia de afinidade em quitina, a fragdo com maior atividade

especifica foi submetida a Cromatografia de Troca I6nica em DEAE-Sephacel, uma

68



resina com trocador anidnico considerado fraco (DEAE — dietilaminoetano — FIGURA

8).
-0-CH,CH,N*H(CH,CHa),

Figura 8. Grupo funcional DEAE (dietilaminoetano)
utilizado no gel de DEAE-Sephacel

Com o objetivo de se selecionar o pH ideal para um melhor desempenho da

Cromatografia, realizou-se um screening de pHs:

Acetato 0,05 M, pH 4,0
e (itrato 0,025 M, pH 5,0
¢ Fosfato 0,02 M, pH 6,0
e Fosfato 0,02 M, pH 6,5
e Fosfato 0,02 M, pH 7,5
e Tris-Hcl 0,05 M, pH 7,0
e Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0
e Tris-HC1 0,05 M, pH 8,5

A 1mg da fragdo ativa da quitina foi adicionado ImL de um dos tampdes acima
e, ap6s solubilizacdo, a suspensdo foi centrifugada a 13000 g , 4°C, durante 4 minutos.
O sobrenadante foi entdo aplicado em ImL de gel de DEAE-Sephacel que, apds lavado
com 0s mesmos respectivos tampoes para a retirada da fragcdo nao retida, foi eluido com
o respectivo tampdo adicionado de NaCl IM. As fracdes coletadas (1 mL) foram
monitoradas por sua absorbancia a 280nm e avaliadas quanto a presenca de AH.

Ap6s a escolha do melhor tampdo, a cromatografia foi realizada da seguinte
forma: 20 mg da fracdo oriunda da cromatografia de afinidade em quitina, ativa, foram
solubilizados em 5 mL de tampao fosfato 20mM, pH 6,5 e aplicados em 20mL de gel de
DEAE-Sephacel, previamente equilibrado com o mesmo tampao. A fragdo ndo retida
foi eluida com o tampao fosfato e a retida foi eluida com o tampao fosfato em presenca
de NaCl 0,5M. Foram coletadas fra¢des de 2mL, que foram monitoradas a uma

absorbancia de 280nm.

69



Os picos obtidos foram exaustivamente dialisados contra 4gua e, entdo,
liofilizados. A AH, o teor de proteinas soliveis e a atividade especifica de todos os

picos foram avaliados.
5.8.3. Cromatografia de Troca ionica em HiTrap SP acoplada a HPLC

Ap6s cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephacel, 1mg da fracdo ativa
eluida em NaCl 0,5M, apos didlise e liofilizagd@o, foi solubilizada em tampdo acetato
20mM, pH 4,5.

Ap6s centrifugacdo a 13000 g por 4 minutos, o sobrenadante resultante foi
aplicado em HiTrap SP, uma resina com trocador catidnico forte (sulfopropil, FIGURA

9), acoplada a um Sistema HPLC.

-0-CH,CHOHCH,OCH,CH,CH,S05"

Figura 9. Grupo funcional SP (sulfopropil) utilizado em
Hitrap SP

A fracdo ndo-retida foi eluida com o préprio tampdo acetato e a fracdo retida
eluida com gradiente salino NaCl 0-1 M.

Foram monitoradas variacdes em pH, temperatura, condutividade da fase mével,
absorbancia em 280 e 216 nm, dentre outros.

Os picos obtidos foram exaustivamente dialisados contra agua e, entdo,
liofilizados. A AH, o teor de proteinas soluveis e a atividade especifica foram, também,

calculados.

5.9. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Presenca de SDS:

A avaliacdo do grau de pureza e da massa molecular aparente de todas as
amostras obtidas a partir da farinha delipidada de Platypodium elegans e das fracdes
obtidas nos passos estabelecidos foram feitas seguindo-se a metodologia descrita por
LAEMMLI (1970), em experimentos de sistemas descontinuos de eletroforese em gel

de poliacrilamida, adaptando-se a técnica para uso em placas (13,8 x 7,9 x 0,11cm).
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As amostras a serem investigadas (extrato total, pico ativo Quitina, DEAE-
Sephacel e HiTrap SP) foram solubilizadas em tampdo Tris-HCI 0,0625M pH 8,3
emcerrando concentracdo de 4mg/mL. Foram adicionados ao tampao de amostra: SDS
1%, uma quantidade adequada de glicerol de modo a deixar a solu¢do densa, e azul de
bromofenol 0,02%, que se utiliza para monitorar a corrida (frente de corrida).

O gel de empilhamento utilizado continha 3,5% de poliacrilamida, montado com
Tris-HCl 0,5M pH 6,8 contendo SDS 1%. O gel de separag¢do continha 12,5% de
poliacrilamida, dissolvido em Tris-HCI 3M pH 8,8 contendo SDS 1%.

A corrida eletroforética foi realizada com a voltagem variando até 200V,
poténcia até SW, e amperagem constante de 20mA. O tampao de corrida utilizado
continha Tris 0,025M - Glicina 0,192M - SDS 0,1% pH 8,8.

Ap6s a corrida eletroforética, o gel de separacdo foi fixado em uma solucio
contendo 25% isopropanol e 10% &acido acético, por no minimo 1 hora. O gel fixado foi
entdo corado em Coomassie R-250 a 0,05%, dissolvido em metanol, dcido acético e
dgua a uma proporcao 1:3,5:8 (v/v/v). A retirada do excesso do corante (descoramento)

foi feita em dgua destilada aquecida.

5.10. Atividade Inseticida contra Cupins

Colonias de Nasutitermes corniger (Motschulsky) foram mantidas em casa de
vegetacdo do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de

Pernambuco.

5.10.1. Atividade Termiticida

O bioensaio “sem escolha” de atividade termiticida foi realizado segundo o
método de KANG et al. (1990). Amostras de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg da fracdo
lectinica purificada em DEAE-Sephacel dissolvidas em ImL de uma solugdo de NaCl
0,15M foram aplicadas em papel de filtro com 8,5 cm de diametro. No controle, foi
utilizado papel de filtro apenas com o solvente (NaCl 0,15M). Apds a remogdo do
solvente do papel de filtro por evaporacdo a temperatura ambiente, um total de 20
cupins (16 operdrias e 4 soldados, propor¢do 4:1) do género Nasutitermes (Familia
Termitidade / Subfamilia Nasutitermitinae), praga em grandes metropoles, foram postos

em placas de Petri (9 cm de diametro e 1,5 cm de altura) com um papel de filtro tratado.
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O ensaio foi realizado com 3 réplicas para cada grupo (0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg
da lectina), com excec¢ao do controle (5 réplicas) e incubado a temperatura ambiente, na
escuriddo. Periodicamente, gotas de 4gua foram adicionadas a placa.

A avaliag@o foi realizada diariamente até a morte de todos os insetos. O ensaio
foi feito em triplicata e as taxas de sobrevivéncia foram obtidas para cada tratamento e

expressas como uma média + sd.

5.10.2. Ensaio de Repeléncia

Um ensaio “com escolha”, baseado no método de Su et al. (1982) foi utilizado
para avaliar a atividade repelente da lectina em estudo (FIGURA 10). Placas de Petri (9
x 1,5 cm) foram preenchidas com dgar 2% até que ndo houvesse espagos entre a
superficie do dgar e a tampa das placas. Apds a solidificacdo, pocos foram feitos no dgar
através da remocdo de um cilindro central de 25 mm de didmetro e de 8 cilindros na
periferia de 6 mm de didmetro. Em cada pogo periférico foi colocado papel de filtro
embebido com 15 pL da solugdo lectinica obtida em DEAE-Sephacel (0.2, 0.4 e 0.8
mg/mL) e NaCl 0,15 M (controle negativo). Cada solucéo de tratamento estava presente
em dois pocgos de cada placa, assim como o controle negativo. 20 cupins (16 operarios e
4 soldados) foram transferidos das colOnias para o poco central. As placas foram
mantidas a 28 °C, no escuro, e foram observadas a presenga ou auséncia de cupins nos
pogos periféricos e os padrdes de construcdo de tineis no dgar, além do fechamento de

galerias construidas. O ensaio foi realizado em triplicata.

5.11. Atividade Fungicida

Fusarium solani (URM-2480), F. oxysporum (URM-2489), F. moniliforme
(URM-3226), F. decemcellulare (URM-3006) e F. lateritium (URM-2491) foram
obtidos das Colecdes de Cultura do Departamento de Micologia, Universidade Federal

de Pernambuco, Brasil (“University Recife Mycology”, URM),.
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FIGURA 10. Representacdo Esquematica do Ensaio “com escolha” de
Repeléncia de Térmitas pela Lectina de P. elegans. Concentragdes
utilizadas: 0,2; 0,4; 0,8 mg/mL. Ct: controle (NaCl 0,15 M).

A atividade antiftingica foi realizada através de um ensaio modificado baseado
no método de WONG & NG (2005). A fragdo lectinica obtida em DEAE-Sephacel
(50uL; 0,4mg/mL) foi espalhada em placas de Petri (10 x 1,5 cm) contendo meio YNB
(Yeast Nitrogen Base). Um disco micelial (0,625 cm de didmetro) foi disposto no centro
da placa de Petri. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Uma solugdo salina
de NaCl 0,15 M e Cercobin 10ppm foram usadas como controles negativo e positivo,
respectivamente. As placas foram incubadas a 28 °C por 72 h. Atividade antifingica foi
indicada pela reducdo do halo de crescimento do fungo nas placas, sendo os resultados

obtidos submetidos a andlises estatisticas (ANOVA, intervalo de confianca de 95%).
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6. RESULTADOS OBTIDOS
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6.1. Deteccao de Atividade Hemaglutinante (A.H.) no Extrato Total:

A Tabela 2 contém as informacdes sobre o titulo de hemaglutinacio (UH —
unidades de hemaglutinagdo) presente no extrato total da farinha de sementes de P.
elegans, para hemdcias de coelho nativas (CN), papainizadas (CP) e tripsinizadas (CT).

Em hemidcias de coelho, houve prevaléncia de hemaglutinagdo quando estas

foram tratadas com Tripsina e Papaina.

6.2. Dosagem de Proteinas Soluveis e Calculo da Atividade Especifica:

A quantifica¢do de proteinas soliveis no extrato total (mgP/mL) e sua relagio
com a AH apresentada anteriormente (Tabela 2) encontra-se inserida na Tabela 3

(atividade especifica).

6.3. Inibicio da A.H. por Acucares Simples, Glicoproteinas e Acicares

Sulfatados:

Foram testados 20 tipos de agtcares disponiveis, sendo estes acticares simples,
glicoproteinas ou agucares sulfatados. Os resultados para menor concentragio inibitdria
da A.H. para cada agucar estdo expostos na Tabela 4, em milimolaridade (mM).

Os actcares com resultado satisfatorio para inibicdo da AH foram Manose,
Glucose e os relacionados a Glucose, entre eles N-acetil-glucosamina e metil-a-D-
glucopiranosideo. A manose foi capaz de inibir a A.H. a uma menor concentracdo, de
3,125mM. A partir desses resultados, tracou-se uma estratégia de isolamento e
purificacdo da lectina até entdo detectada no extrato total salino, usando Cromatografias

de Afinidade por Quitina.

6.4. Isolamento por Cromatografias de Afinidade e Troca Ionica

6.4.1. Cromatografia de Afinidade em Quitina

Dentre as cromatografias testadas para afinidade por Benevides (2006), ndo

houve inicialmente resultados satisfatérios. Nas cromatografias em manose-agarose e
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Tabela 2. AH presente no extrato total de sementes de P. elegans frente a hemdacias de

coelho tratadas ou ndo tratadas enzimaticamente

Hemacias

Nativas (CN)

Tratamento

Hemacias Hemacias

Papainizadas (CP) Tripsinizadas (CT)

UH/mL 2098

32768 32768

Tabela 3. AH total, Dosagem protéica solivel e Atividade Especifica do Extrato

total de Sementes de P. elegans

Atividade Total (CT) Dosagem Protéica Ativ. Especifica
U.H./mL mgP/mL U.H./mgP
64 4,54 14,097
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Tabela 4. Inibicao da A.H. do Extrato Total de sementes de P. elegans por

Acucares Utilizados

Acucares ou Glicoproteinas

Concentragdo

Minima para

Actucares Utilizados

Concentracdo

Minima para

Inibi¢cao* Inibicao*
Galactose - D-Galactosamina -
Lactose - Lactulose -
N-acetil- p -D- Manosamina - Metil-o-D-Glucopiranisideo 12,5 mM
L-Fucose - Fucoidan -
GlucNac 25 mM Mucina -
Glucose 50 mM Metil-o-D-Galactopiranisideo -
Ac. Galactoneuraminico - Carragenana -
Manose 3,125 mM D-Arabinose -

Metil-D-Galactose

Polissacarideo Sulfatado

Botriocladia

GalNac

*Essas concentracoes representam a menor molaridade de cada actcar, a
partir de 100 mM, em que ainda se exibe Inibicao da A.H.
- nao deteccao de inibicao de AH



em sephadex (ndo representadas) ndo houve interacdo com a coluna, pois a A.H.
permaneceu na fracdo nao-retida. Nenhum destes dois procedimentos foi, portanto,
efetivo para o isolamento da lectina em estudo. As cromatografias seguintes foram
utilizadas, respectivamente, para purificagdo parcial e, por tltimo, final da lectina de P.
elegans.

Na cromatografia de afinidade em quitina (FIGURA 11) foram obtidas fracdes
nao-retida (P-I Quitina) e retida (P-II Quitina), o como relatada anteriormente por
Benevides (2006). Embora a A.H. tenha se concentrado principalmente na fracdo néo-
retida, houve considerdvel concentracdo da A.H. (Tabela de Purificagdo — TABELA 6)
nesta fracdo em relacdo ao extrato total. Esse procedimento, portanto, mostrou-se
efetivo para o isolamento inicial da lectina em estudo.

A fragdo retida também apresentou A.H., embora fraca, ndo sendo, portanto,

efetiva para o isolamento da lectina (Tabela de Purificacio — TABELA 6).

6.4.2. Cromatografia de Troca Ionica em DEAE-Sephacel

A Figura 12 mostra o resultado da escolha do tampdo ideal para o melhor
desempenho da Cromatografia. A Tabela 5 apresenta os dados sobre a A.H. de cada
uma das duas fracdes obtidas em todos os pH’s.

A cromatografia em tampao fosfato 20mM, pH 6,5 se revelou a mais promissora
de todas pelo fato de ja haver concentrado a atividade total na fracdo retida, e por ndo
reter boa parte do material ndo-ativo, mantendo-o isolado da fracdo ativa.

O perfil cromatogrifico em DEAE-Sephacel para pH 6,5 (repeticio/maior
escala) estd representado no Grafico 3. A atividade hemaglutinante foi eluida em
Fosfato 20 mm pH 6,5 com NaCl 0,5 M, obtendo-se um pico retido tnico. A adicdo

posterior de concentra¢des maiores de NaCl até 2 M néo eluiu nenhum material.
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Figura 11: Cromatografia de Afinidade em Quitina. 1g de Farinha de Sementes de P.
elegans extraida em NaCl 0,15M aplicado em quitina. O P-I Quitina foi eluido com
NaCl 0,15M; o P-II Quitina, eluidocom Glicina 0,1M pH 2,6 contendo NaCl 0,15M.

Volume da Coluna: 7mL. Voluma das fragdes: 2mL..

ABS 280nm
o
[o¢]
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Figura 12: Comparativo de Perfil Cromatogrifico em DEAE-Sephacel a pH’s
distintos. 1mg de P-1 Quitina foi aplicado em cada experimento. O P-I DEAE foi
eluido com o mesmo pH experimental respectivo e o P-II DEAE com adi¢do de NaCl
IM. Volume da Coluna: ImL. Voluma das fragdes: 1mL.
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Tabela 5. A.H. das Fracoes obtidas da Selecao de pHs para Cromatografia em
DEAE-Sephacel .

A.H.

Pico Nao-retido Pico Retido

6,0 +
6,5 -
7,0 -
75 -
8,0 -
8,5 -

+| 4+ +| | +| +

(+) Presenca de A.H. (-) Auséncia de A.H.

2,5 1

ABS 280nm

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46
fracoes

Figura 13: Cromatografia de Troca I6nica em DEAE-Sephacel. 20mg
de P-I Quitina em Fosfato 20mM pH 6,5 foram aplicado.P-I DEAE foi
eluido com tampao fosfato; o P-II DEAE, eluido com tampao fosfato
contendo NaCl 0,5M. Volume da Coluna: 20mL. Voluma das fragdes:
2mL.



6.4.3. Cromatografia de Troca ionica em HiTrap SP acoplada a HPLC

Esse procedimento foi utilizado com o objetivo de aumentar o grau de pureza da
lectina ja previamente purificada.

A fracdo retida obtida em DEAE-Sephacel (P-II DEAE) apds aplicagdo em
HiTrap SP (FIGURA 14) apresentou uma fracao ndo-retida (P-I SP) e uma fracdo retida
com dois picos (P-II e P-III SP). A fracdo ativa para A.H. foi apenas a P-I SP,
concentradora efetiva de tal atividade, como € demonstrada na Tabela de Purificacdo

(Tabela 6).

6.5. Tabela de Purificacao da Lectina de P. elegans

As fracdes ativas obtidas durante o processo de isolamento e purificacdo da
lectina de P. elegans foram todas testadas em relacdo a atividade especifica. Extrato
total, P-I e P-II Quitina, P-II Deae e P-I SP tiveram sua concentragdo protéica estimada
e suas U.H. determinadas. Seus valores encontram-se listados na Tabela de Purificacio
(TABELA 6). Também se encontram nessa tabela valores como o fator de purificacdo
de cada fracdo em relacdo ao Extrato Total. A Figura 15 mostra um esquema total da

obtenc¢do desta lectina.

6.6. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Presenca de SDS

O monitoramento da homogeneidade e da massa molecular aparente das
proteinas presentes no Extrato Total e nas fracdes P-I Quitina, P-II Deae e P-1 SP, foram
avaliadas e comparadas pelos seus perfis eletroforéticos em SDS-PAGE, em condi¢des
desnaturantes nao-redutoras. A lectina no ultimo passo de purificacio (P-I SP)

apresentou uma banda dupla (“double band”) em torno de 55 KDa (FIGURA 16).
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Figura 14: Cromatografia de Troca Ionica em Hitrap SP acoplada
HPLC. 1mg de P-II DEAE em 1mL de Tamp&o Acetato pH 4,5foi aplicado.
P-I SP foi eluido com o mesmo, enquanto que o P-II SP foi eluido com
adi¢do de um gradiente salino 0-1M. Volume da Coluna: 1 mL. Voluma das
fragdes: ImL.

Linha Azul: Abs 280 nm

: Concentracao de Sal (Gradiente 0-1 M)

Tabela 6. Tabela de Purificacio da Lectina de P. elegans

Amostra A.H. Proteinas Ativ. Especifica ETheatal Rendimento
UH/mL mgP/mL UH/mgP (%)
Extrato 64,000 4,540 14,097 1,000 100,000
P-I Quitina 16,000 0,083 192,771 13,675 30,470
P-II Quitina 4,000 0,382 10,000 - -
Fracao DEAE 32,000 0,148 216,216 15,338 12,849
Fracdo SP AKTA | 16,000 0,060 266,667 18,917 0,441
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Figura 15. Esquema Geral da Obtencéo da Lectina de P. elegans
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6.7. Atividade Inseticida contra Cupins

6.7.1. Atividade Termiticida

Em relagdo a atividade termiticida exibida pela lectina de P. elegans, as Tabelas
7 e 8 retinem os dados de sobrevivéncia para cupins operdrios e soldados,
respectivamente, para todas as concentracdes testadas.

O contato com a lectina de P. elegans em algumas concentracdes testadas
induziu 100% de mortalidade dos operarios (FIGURA 17) e soldados (FIGURA 18),
evidenciando a atividade inseticida.

Para os operarios (TABELA 7), o tratamento com 1,0mg/mL (FIGURA 18a)
induziu a morte de todos os insetos em 8 dias e o tratamento 0,8 mg/mL (FIGURA 18b)
induziu a morte de todos os insetos entre 8 e 9 dias. No controle negativo, a morte de
todos os operdrios ocorreu apds 11 dias, e taxas de sobrevivéncia menores que 50%
foram registradas somente apds 9 dias.

A figura 19 mostra a atividade termiticida da lectina de P. elegans nos soldados.
Para os soldados (TABELA 8), o tratamento com mg/mL (FIGURA 20a) induziu a
morte de todos os insetos em 7 dias e o tratamento 0,8mg/mL (FIGURA 20b) induziu a
morte de todos os insetos entre 7 ¢ 8 dias. No controle negativo, ocorreu a morte de
todos os soldados em 10 dias, e taxas de sobrevivéncia menores que 50% foram

registradas somente apds 9 dias.

6.7.2. Ensaio de Repeléncia:

No ensaio de repeléncia, tineis foram construidos sem nenhum padrio
relacionado a presenca ou auséncia da lectina. Nenhuma das galerias foi fechada e
foram observados cupins explorando tanto 0os pocos com o controle negativo como 0s
com a lectina. Esses resultados indicam que a lectina de P. elegans nio apresenta efeito

repelente.
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Tabela 7. Percentual de Sobrevivéncia de térmitas operarios de N. corniger.

Concentragdes lectinicas testadas 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; e 1 mg /mL. Controle negativo:

NaCl 0,15 M
CONCENTRACAO % DE SOBREVIVENCIA (DIAS)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 L 100 96 96 92 85 63 31 17 8 0 0
mg/m (20) (£3,6) (£3,6) (3,6) (¥7.2) (£11) (£6,3) (£3,6) (27.2)
0,8 mg/mL 100 100 94 94 90 75 60 46 40 2 0
0 mgim (20) (20) (20) (20) (23,6) (¥6,3) (39,5 (£9,5) (23,6) (23,6)
0,6 mg/mL 100 98 94 92 88 67 63 48 42 33 8
’ F0) (£3,6) (£6,3) (£3,6) (*0) (£7,2) (#6,3) (£3,6) (£3,6) (£7,2) (£7,2)
0.4 mg/mL 100 90 83 81 73 67 52 44 40 13 0
’ (#0) (#3,6) (#3,6) (*11) (29,5 (*7,2) (#7,2) (*6,3) (£3,6) (*11)
0,2 mg/mL 100 92 83 83 81 65 46 44 40 17 0
’ #0) (#9,5) (#9,5) (49,5 (#6,3) (¥3,6) (£3,6) (*6,3) (£7,2) (*14)
0,1 mg/mL 100 94 94 94 92 75 67 63 56 38 15
’ #0) (#6,3) (#6,3) (6,3) (¥3,6) (*11) (£7,2) (*6,3) (+6,3) 6,3 3,6
100 96 94 94 92 90 77 56 52 33 6
NaCIOISM 1 40) (35,6) (x44) (344) (128) (34) (212) (14 (81) (8,1) (393)
Tabela 8. Percentual de Sobrevivéncia de térmitas soldados de N. corniger.
Concentragdes lectinicas testadas 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; e 1 mg /mL. Controle negativo:
NaCl 0,15 M
0 1 2 3 4 5 6 7 8 10
1,0 mg/mL 100 83 83 83 83 75 67 50 0 0
#F0) (*14) (x14) (*14) (*x14) (F0) (x14) (+0)
0,8 mg/mL 100 83 75 75 75 75 67 50 42 0 0
’ #0) (*14) F0) (F0) (*0) (0) (x14) (20) (x14)
0,6 mg/mL 100 83 75 67 67 67 67 58 42 42 0
’ #F0) (*14) F0) (*14) (x14) (*14) (14 (F14) (=14 (*14)
0.4 mg/mL 100 75 75 75 75 75 75 75 50 8 0
’ F0) F0) F0) 0 0 (F0) 0 (F0) (25 (*14)
0,2 mg/mL 100 83 83 75 75 75 67 67 33 17 0
’ #0) (*14) (x14) F0) (F0) (0) (14 (*14) (=14 (*14)
0,1 mg/mL 100 83 75 75 75 75 67 50 50 33 0
’ #0) (*14) *0) (F0) (*0) (x0) (x14) (x0) (F0) (x14)
100 100 100 92 83 83 83 75 67 58 100
NaCl 0,15 M
F0) F0) (F0) (=11 (x14) (*14) (£14) (*11) (*14) (*18) (*0)
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Figura 17. Efeito do contato com a lectina de P. elegans em operarios de N.
corniger. A lectina foi utilizada em dosagens de 0,1; 0,2; 0,4; 0.8 e 1,0 mg/mL. Controle
negativo: NaCl 0,15 M. Cada ponto representa a média + sd de tr€s experimentos (cinco

para controle negativo).
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Figura 18. Comparativo do efeito do contato com a lectina de P. elegans em
operarios de N. corniger. O grafico mostra a concentragio lectinica (a) lmg/mL e (b)
0,8 mg/mL, comparando isoladamente com controle negativo (NaCl 0,15 M). Cada
ponto representa a média + sd de trés experimentos (cinco para controle negativo).
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Figura 19. Efeito do contato com a lectina de P. elegans em soldados de N.
corniger. A lectina foi utilizada em dosagens de 0,1; 0,2; 0,4; 0.8 e 1,0 mg/mL. Controle
negativo: NaCl 0,15 M. Cada ponto representa a média + sd de tr€s experimentos (cinco

para controle negativo).
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Figura 20. Comparativo do efeito do contato com a lectina de P. elegans em
soldados de N. corniger. O grafico mostra a concentragao lectinica (a) Img/mL e (b)
0,8 mg/mL, comparando isoladamente com controle negativo (NaCl 0,15 M). Cada
ponto representa a média + sd de trés experimentos (cinco para controle negativo).
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6.8. Atividade Fungicida:

A Tabela 9 e as Figuras 21 e 22 apresentam os dados da agdo antifingica de
20ug da lectina de P. elegans sobre os fungos Fusarium solani (URM-2480), F.
oxysporum (URM-2489), F. moniliforme (URM-3226), F. decemcellulare (URM-3006)
e F. lateritium (URM-2491).

A lectina de P. elegans apresentou atividade antifiingica contra a maioria das
espécies testadas de Fusarium (FIGURAS 17 e 18). A atividade inibitdria da lectina foi
mais bem observada apds 72 h (FIGURA 17). Percentuais considerdveis de inibi¢do do
crescimento (FIGURA 17) foram obtidos para F. lateritium (33%), F. oxysporum
(19,4%) e F. solani (14,3%). F. decemcellulare apresentou um crescimento mais
retardado no controle, com uma inibicdo de crescimento pela lectina de P. elegans de

4,8% e em F. moniliforme uma inibicao de 3,3%.
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Tabela 9. Medidas, médias e desvios padroes dos Halos de Crescimento (mm) dos

fungos testados com 20 ug de lectina de P. elegans. Controle negativo: NaCl 0,15 M.

. 0 24 48 72
Fungo/Periodo (h)
Lec ) Lec ) Lec -) Lec -)
0 0 13 15 16 20 30 35
F. solani
(£0) (2£0) (£0) (£0) (£0) (£0) (£0) (£0)
0 0 10 9 15 15 20 21
F. decemcellulare
(£0) (£0) (£0) (£0) (£0) (£0) (£0) (£0)
0 0 13 12 18 17 25 31
F. oxysporum
(2£0) (£0) (£0) (£0) (£0) (£0) (£0) (£0)
0 0 7 12 12 19 20 30
F. lateritium
(2£0) (£0) (£0) (£0) (£0) (£0) (£0) (£0)
0 0 8 9 13 13 29 30
F. moniliforme
(20) (20) (20) (x0) (£0) (£0) (£0) (£0)
NaCl0,15M A P. elegans
60 - 70 -
g 50 | g 60 1
2 40 g 507
£ 30 £ 0
: 2 30
é; 20 | E 20 |
< 10 2 10 ]
o o
0 0
0 24 48 72 0 24 48
Tempo (h) Tempo (h)
—O0—F. solani —— F. decemcellulare —&— F. oxysporum —o0—F. solani —A—F. decemcellulare —&— F. oxysporum
—>¢—F. lateritium —&— F. moniliforme ——F. lateritium —&— F. moniliforme

Figura 21. Crescimento dos fungos F. solani, F. oxysporum, F. Decemcellulare, F.
moniliforme e F. lateritium em meio YNB. As condi¢des dos ensaios foram: presenga
de NaCl 0,15 M (A) e lectina de P. elegans (20 ug) (B). Cada ponto representa a média

+ d.p. de trés experimentos.
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Figura 22. Percentual de Inibi¢cio do Crescimento dos Fungos F. solani, F.
oxysporum, F. Decemcellulare, F. moniliforme e F. lateritium em meio YNB.
Concentragdo da lectina: 0,4 mg/mL. Controle negativo: NaCl 0,15 M
(ANOVA, o =0,05)
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O primeiro relato da presenca de uma lectina em sementes de Platypodium
elegans foi feito por Benevides (2006). O tnico relato anterior de substiancias extraidas
e caracterizadas desta espécie foi feito por Amaral et al. (2000), que reportaram haver
uma mistura rara de dcido candrico triterpeno e 4cido dihidrocandrico (seco-lupanos)
nas folhas. Alguns trabalhos e estudos sobre esta espécie se refere a: a germinacdo de
sementes de Platypodium elegans Vog. submetidas a diferentes tratamentos pré-
germinativos e substratos (PACHECO er al., 2007); os efeitos da inoculagdo com
rizobio e micorriza, da fertilizacdo com nitrogénio e fésforo na nodulacdo, na
colonizagdo micorrizica e no crescimento inicial de P. elegans, relatando a possibilidade
de formacdo de micorrizas com fungos do solo (PATREZE & CORDEIRO, 2004); os
estudos sobre a morfo-anatomia de seu embrido (OLIVEIRA, 1999); os estudos sobre a
dispersdo da semente e o escape da sua plantula a certos fungos patogenos
(AUGSPURGER, 1983). O dltimo trabalho (AUGSPURGER, 1983) relata a alta
mortalidade nos trés primeiros meses por “damping-off” causada por fungos, dentre
outros fatores, afirmando que existe uma correlagdo inversa entre a incidéncia e a taxa
de mortalidade por “damping-off” e a distancia das plantulas de arvores adultas
parentes, o que influencia no seu padrdo de dispersdo espacial, j4 que a semente é
dispersa pelo vento, e na diversidade de espécies da regido. Nas primeiras semanas, a
plantula apresenta-se muito fragil em relacdo as suas barreiras fisicas, e a
susceptibilidade aos patégenos diminui com o avango da idade.

A lectina de P. elegans parece se enquadrar na classe de lectinas de leguminosas
ligantes a manose/glicose e relacionados, baseado nos resultados de inibi¢do da AH por
esses actuicares. Benevides (2006) discutiu a aparente incongruéncia entre esse tipo de
especificidade apresentada pela lectina e sua impossibilidade de retencdo em matrizes
cromatograficos como Manose-Agarose, Sephadex G-50 ou pouca retengdo em matriz
de Quitina. A discordancia desses resultados pode ser devido ao comprometimento da
molécula de agiicar em relacdo a sua ligacdo na matriz cromatografica. A provavel
regido da molécula interativa com a lectina pode ndo estar livre, ji que se os agucares
encontram-se imobilizados, ligados a matriz, em certa regido de sua molécula. Além
disto, outra possibilidade para explicar este fato seria a de que esses monossacarideos,
devido ao pequeno tamanho, ndo serem acessiveis espacialmente ao sitio de ligacdo a

carboidrato da lectina.
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A inibi¢do da AH por GlucNac, apesar da ndo retencdo da lectina por uma
matriz de quitina, foi algo que estimulou a investigac@o de atividades inseticidas contra
cupim, por causa de sua resisténcia na madeira, e atividades fungicidas.

Em relacdo aos passos de purificacdo, apesar de também a lectina ndo ter
interagido efetivamente com a Quitina, polimero natural do monossacarideo GlucNac,
esse procedimento, por si, mostrou-se interessante, pois foi capaz de concentrar a A.H.
em relacdo ao Extrato Total. A obtencdo de uma considerdvel fracdo retida, embora
fracamente ativa para AH, parece ter sido fundamental para a exclusdo de moléculas de
interesse ndo focado aqui, refletido no aumento da atividade especifica em P-I Quitina.

Na cromatografia de troca i6nica em DEAE-Sephacel, uma tipica trocadora
anidnica, quando se comparou os pHs testados em relacdo a efici€éncia desta
cromatografia, ja se esperava que para pH’s mais baixos, onde uma maior quantidade de
proteinas apresentaria uma carga liquida positiva, haveria uma maior fracdo ndo-retida;
enquanto que para pH’s mais alcalinos, as proteinas apresentariam uma carga liquida
mais negativa, haveria uma maior fracdo retida. O pH 6,5 se mostrou ideal, ja que
apresentou tanto fracdo retida como ndo-retida de modo significativo, concedendo a
proteina previamente isolada um grau de purificacdo satisfatério. A hemaglutinagio
observada na fragdo retida foi obtida em crescente atividade especifica. O pico
apresentou-se regular e comprido, inferindo boas possibilidades sobre a homogeneidade
consideravel da fragdo protéica.

No ultimo passo utilizado de purificacdo, a cromatografia de troca idnica em
Hitrap SP acoplada a HPLC, planejou-se uma diminui¢do ndo muito brusca do pH
utilizado para o experimento, o pH 4,5. Baixando-se o pH e utilizando-se uma resina
cationica ao invés de uma anidnica (DEAE-Sephacel) objetivou-se carregar
positivamente parte das proteinas presentes no P-II DEAE e obter duas fracdes
significativas, com a possibilidade de concentragdo e isolamento efetivo da lectina em
estudo em uma das fragdes. Por ndo ter sido retida pela SP em pH 4,5, a lectina de P.
elegans provavelmente encontrava-se com carga liquida total nula ou negativa,
podendo-se afirmar que a lectina possui um pl ao redor ou menor que 4,5.

O rendimento final da lectina (0,12mg/g de farinha, 0,44% do total) representa
um bom resultado, tendo em vista as possiveis perdas de material durante as fases do
processo de purificacdo. O protocolo final, excetuando o passo prévio de delipidacdo da
farinha, possui apenas trés passos, sendo, portanto, pratico, simples e consideravelmente

eficiente.
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De acordo com Van Damme et al. (1998), lectinas de leguminosas encontram-se
representando, em algumas espécies, cerca de 1 a 10% das protefnas totais da semente,
enquanto umas chegam a ter concentragdes superiores a 50% , em detrimento de outras que
apresentam menos de 0,1% de lectina do total de proteinas na semente, que € préximo ao
rendimento final obtido para a lectina de P. elegans.

Em relagdo ao perfil eletroforético das fracdes ativas obtidas, foi possivel
observar, comparando as fragdes P-I Quitina, P-II Deae e P-I SP, que, entre elas, houve
avancos na homogeneidade. A fracdo retida em SP apresentou um perfil bastante
homogéneo, com uma dupla banda aparentemente em torno de 55KDa, enquanto que
Benevides (2006), no passo final, em condicdes desnaturantes e redutoras, relatou trés
bandas de massas moleculares aparentes préximas a 30, 20 e 12kDa, quando
relacionadas aos marcadores moleculares. Van Damme et al. (1998) citam que lectinas
de leguminosas nativas sdo compostas de dois ou quatro protdmeros, formando
estruturas em dimeros ou tetrameros, unidas geralmente por interacdes ndo-covalentes.
Esses protomeros sdo inicialmente construidos com, aproximadamente, 30kDa,
consistindo de cadeias simples de polipeptidios com, aproximadamente, 250
aminodcidos. Em muitos exemplos, os protdmeros sdo clivados (e posteriormente
rearranjados) em dois peptidios menores, os quais, dependendo da posi¢do da clivagem,
sdo similares ou ndo no tamanho. Em lectinas da sub-tribo Diocleinae, ja € observado a
presenca desse protdmero de 30kDa, denominado de subunidade intacta a, e outros dois
fragmentos de ocorréncia natural denominados B e vy, oriundos da clivagem de a. O
perfil eletroforético da fracdo P-II SP de P. elegans, parece apresentar a molécula em
forma de dimero, em torno de 60 KDa, com uma massa molecular aparente de 55 KDa,
enquanto que Benevides (2006) parece demonstrar as subunidades o, B e y do
protomero.

A fracdo P-II DEAE, apesar de ser uma fragdo pré-purificada, apresentou um
perfil satisfatério, confirmado pelo seu perfil cromatogrifico de Exclusdao Molecular em
TSK (condig¢des nativas, Tris-HCI 0,05M pH 7,0), para poder ser utilizada em ensaios
investigativos de deteccdo de atividade termiticida, de repeléncia e fungicida (FIGURA
23).

Reunindo todos esses dados satisfatérios, foi possivel, portanto, com esse
protocolo final (FIGURA 15), obter uma lectina de P. elegans purificada, em processos

praticos, simples, eficientes e reproduziveis.
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Figura 23. Cromatografia de Exclusao Molecular em TSK acoplada a HPLC. 1 mg
de P-II DEAE de P. elegans. Condi¢des: Tris-HC1 0,05 M pH 7,0.

Os ensaios de toxicidade geralmente consistem na inclusdo da substancia
potencialmente inseticida em dietas artificiais oferecidas aos insetos (MACEDO et al.,
2004). Vdirias lectinas de plantas apresentaram efeitos entomotdxicos quando ingeridas
por insetos. Os cupins se nutrem de muitos tipos de alimentos como himus e materiais
celulésicos, como papel e madeira, sendo a aplicagdo do possivel agente inseticida
nesses materiais uma boa forma de avaliar sua toxicidade.

Sobre a atividade termiticida exibida pela fracdo lectinica pré-purificada P-II
DEAE, o contato com a lectina de P. elegans nas concentragdes 0,8 e 1,0mg/mL induziu
100% de mortalidade dos operdrios (FIGURA 18) e soldados (FIGURA 20),
evidenciando a atividade inseticida. Para os operarios, a 1mg/mL, para os 44% de
mortalidade, o grupo controle estava com 90% de sobrevivéncia, e para os 100% de
mortalidade, o grupo controle estava com 33% de sobrevivéncia ainda; a 0,8 mg/mL,
para os 25% de mortalidade, o grupo controle estava com 90% de sobrevivéncia, e para
os 100% de mortalidade, o grupo controle estava com 6% de sobrevivéncia; Para os
soldados, a 1mg/mL, aos 33% de mortalidade, o grupo controle estava com 83% de
sobrevivéncia, e aos 100% de mortalidade, o grupo controle estava com 67% de

sobrevivéncia ainda; a 0,8 mg/mL, aos 33%de mortalidade, o grupo controle estava com
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83% de sobrevivéncia, e aos 100% de mortalidade, o grupo controle estava com 58% de
sobrevivéncia.

A atividade termiticida de oito constituintes de 6leo essencial de folhas de
Calocedrus formosana, a 1mg/g cada, variou de 2 a 25% de mortalidade para 100% de
sobrevivéncia do grupo controle (CHENG er al., 2004) e a de 11 dleos essenciais
extraidos de trés coniferas a 10mg/g cada variou de 26,7 a 100% para uma
sobrevivéncia de 97,3% do grupo controle (CHENG et al., 2006). Extratos brutos
etanodlicos, exanicos e etilicos de Flourensia cernua também mostraram atividade
antitermiticida a uma concentracdo em torno de 64mg/g variando de 84 a 100% de
mortalidade para um grupo controle com 82% de sobrevivéncia. O autor sugere que as
diferentes atividades das diferentes fracdes podem ser devido a presenca de mais de um
composto ativo (TELLEZ et al., 2001). Essas atividades provavelmente envolvem
componentes pertencentes ao metabolismo secundario.

Registros de atividade termiticida para compostos de metabolismo primério:
atividade de uma lectina isolada de cerne de Myracrodruon urundeuva (Sa, 2007), onde,
para operdrios, os tratamentos com 0,2, 0,4 e 0,8mg/mL induziram a morte de todos os
insetos entre 8 e 9 dias, enquanto que no controle negativo as taxas de sobrevivéncia
menores que 50% foram registradas somente apds 13 dias. Para soldados, as mesmas
concentracdes em 5 dias levaram a 100% de mortalidade, enquanto que no controle, ao
final de 13 dias, apresentavam taxas de sobrevivéncia entre 60 e 80%.

A acdo toxica de lectinas inseticidas tem sido relacionada a ligacdo dessas
proteinas a glicoproteinas presentes no trato digestivo de animais. Lectinas
entomotodxicas sdo resistentes a degradagdo proteolitica no intestino de insetos e podem
se ligar & membrana peritréfica na regido do intestino médio, interferindo na acdo de
enzimas digestivas e proteinas de assimilacdo (ZHU-SALZMAN et al., 1998; ZHU-
SALZMAN & SALZMAN, 2001). Lectinas com diferentes especificidades a
carboidratos provavelmente t€m mecanismos diferentes de agao.

Lectinas de plantas com especificidade por N-acetilglicosamina, por exemplo,
agem principalmente por ligacdo a membrana peritréfica. Elas apresentaram efeito
toxico em Coleoptera (ZHU-SALZMAN et al, 1998; MACEDO et al., 2007),
Homoptera (POWELL et al., 1995), Lepidoptera (CZAPLA & LANG, 1990) e
Hemiptera (HABIBI et al., 1998).

A atividade termiticida considerdvel proporciona, desse modo, uma evidéncia de

que a lectina de P. elegans, pode atuar com um papel de defesa na planta e, se presente
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no cerne em vida adulta, pode estar envolvida na durabilidade natural e resisténcia da
madeira de P. elegans a biodegradagdo. Futuros testes com a lectina purificada poderdo
ser ainda mais promissores em relacdo a resposta concentracdo-dependente. Estudos
sobre 0 modo de acdo da lectina sobre cupins devem ser feitos para o melhor
entendimento e complementag@o dos resultados obtidos.

Em relacdo a atividade de repeléncia, sabe-se que cupins construtores de tineis
sdo capazes de reagir a presenca de substincias que podem ser toxicas. Esses cupins
podem fechar as galerias construidas para evitar substancias que possam ser toxicas, se
a mesma tiver propriedade repelente (SU et al., 1982). Os ensaios termiticida e de
repeléncia (negativo) sugerem que a atividade de lectina de P. elegans se deve
realmente a sua toxicidade, contribuindo para levar a morte os cupins que tentam se
alimentar de suas sementes. Assim, a resisténcia de P. elegans a essa espécie de cupim
pode estar relacionada tanto a agentes toxicos (como a lectina) como preservadores (0s
extrativos, incluindo possiveis agentes repelentes).

Reenfatizando-se o fato das lectinas serem um produto metabdlico primario, e
que seus genes seriam bons candidatos para conferir resisténcia a cupins em linhagens
transgénicas, a viabilidade da obten¢do de sua forma recombinante torna-se um grande
objetivo, por ser um nova fonte de potencial biotecnoldgico.

Em geral, a habilidade de lectinas inibirem o crescimento fungico difere entre si
e entre as espécies de fungos. Sabe-se que proteinas ligantes a quitina afetam o
desenvolvimento e crescimento flingico, causando distiirbios na sintese e/ou deposi¢do
de quitina na parede celular (VAN PARIJS et al., 1992).

Lectina de sementes de 7. esculenta inibe o crescimento de F. oxysporum,
Colletotrichum lindemuthianum, e Saccharomyces cerevisiae (FREIRE et al., 2002).
Por outro lado, a lectina de sementes de Annona muricata inibe o crescimento de F.
oxysporum, F. solani, e Colletotrichum musae a uma concentracdo de 100ug/ml
(DAMICO et al., 2003). A lectina de Astragalus mongholicus exibe uma atividade
antifingica potente contra fungos comumente nocivos na agricultura: B. cincerea, F.
oxysporum, Colletorichum sp., e D. Turcia em concentra¢des entre 20 e 100ug/poco
(YAN et al., 2005).

Lectinas também interferem na germinagdo dos esporos, provavelmente num
estagio muito inicial do processo, de forma que o periodo de laténcia que precede a

germinagdo € estendido (LIS & SHARON, 1981). Jaquina e Frutaquina, lectinas de A.
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integrifolia e A. incisa, respectivamente, inibem a germinacio de 110 esporos/mL de F.
Moniliforme a uma concentracao de 2,25mg/mL (TRINDADE et al., 2006).

Por outro lado, a quitinase de Phaseolus mungo, e a quitinase isolada de P.
vulgaris mostram efeito antifiingico em quantidades de 60 e 300pg, respectivamente
(YE & NG, 2002; YE & NG, 2005).

A atividade fungicida de 20 ug da fracdo lectinica pré-purificada P-II DEAE
investigada contra os fungos Fusarium solani, F. oxysporum, F. lateritium, F.
moniliforme e F. decemcellulare foram satisfatérias contra os tré€s primeiros,
apresentando um percentual de inibi¢@o respectivamente de 14,3; 19,4 e 33 em 72h. Os
resultados indicam uma potente capacidade da proteina de inibir o crescimento flingico.

A deteccdo da potente atividade antifingica da lectina de P. elegans reforca a
evidéncia inicial de que ela se constitui um componente bioativo envolvido na defesa da
planta. Investigacdes futuras sobre o modo de agdo desta lectina se mostram necessdrias
para o melhor entendimento deste processo.

A atividade fungicida e termiticida detectadas na lectina de P. elegans se mostra
compardvel e, muitas vezes, mais promissoras do que outras atividades descritas, tanto
de lectinas como de outras moléculas biologicamente ativas acima citadas. Ressalva-se
o fato de que testes futuros com a lectina purificada em seu dltimo passo podera render
resultados ainda mais promissores.

Com esses resultados, a lectina de P. Elegans se constitui como uma potente
ferramenta biotecnoldgica a ser mais profundamente investigada e estudada em relacéo
a seu papel na defesa vegetal e na potencial utilizacdo na resisténcia vidvel a cupim em

madeiras susceptiveis.
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8. CONCLUSAO
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A lectina de P. elegans foi obtida purificada por um protocolo pritico, simples e
reproduzivel de trés passos, com uma homogeneidade considerdvel em SDS-PAGE,
com uma massa aparente de 55 KDa, caracterizada como uma lectina de leguminosa
manose/glicose ligante. Detectou-se atividade termiticida promissora contra operarios e
soldados de Nasutitermes corniger, com 100% de mortalidade nas concentracdes de 1,0
e 0,8 mg da fracdo lectinica pré-purificada P-Il DEAE, sem efeito repelente, além de um
grande potencial fungicida (20 ug da fracdo lectinica P-II DEAE) contra os fungos F.
solani, F. Oxysporum e F. Lateritium. As duas atividades promissoras reforcam a
evidéncia da participacdo da lectina na defesa vegetal, fazendo-a uma potente
ferramenta biotecnoldgica a ser mais profundamente investigada e estudada em relacéo
a seu papel na defesa vegetal e na potencial utilizagdo na resisténcia a cupim em

madeiras susceptiveis.
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