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RESUMO

Lectinas, sdo proteinas hemaglutinantes que ligam reversivelmente a carboidratos
enquanto que as proteases constituem um grupo de enzimas que catalisam a hidrolise de
ligacOes peptidicas. Estas duas classes de proteinas apresentam diversas propriedades
bioldgicas, incluindo as atividades inseticida e antimicrobiana. Insetos-praga provocam
prejuizos a economia dos paises e dentre estes destacam-se as espécies Tetranychus bastosi
(Tetranychidae) e Nasutitermes corniger (Termitidae). Bactérias e fungos provocam doencas
em plantas e animais e a busca por novos agentes antimicrobianos amplia as alternativas para
tratamento ou prevencdo. Este trabalho investigou atividades bioldgicas de duas preparacdes
de sementes de Cratylia mollis, uma contendo as lectinas 1, 2 e 3 (denominada Cramoll 1,2,3)
e outra contendo atividade proteolitica (denominada CmSP, do inglés C. mollis seed protease).
Foi avaliada a atividade acaricida de Cramoll 1,2,3 (0,02, 0,05, 0,1 e 0,2 mg/mL) contra T.
Bastosi e para a atividade termiticida foi avaliado a resisténcia a degradacdo proteolitica da
Cramoll 1,2,3, as proteases de cupins operarios, bem como o efeito na sobrevivéncia de
soldados e operérios de N. corniger; além disso foi avaliado também os efeitos na atividade de
enzimas digestivas de operarios. A atividade antimicrobiana de Cramoll 1,2,3 e CmSP foi
investigada contra bactérias e fungos. Cramoll 1,2,3 induziu a mortalidade dos acaros
promovendo mortalidade maior que 50% nas concentracdes de 0,1 e 0,2 mg/mL. Cramoll 1,2,3
foi um agente ovicida para T. bastosi diminuindo a taxa de eclos&o. A populacédo de T. bastosi
esteve em estado ascendente (ri positiva) em todas as concentragdes testadas. Cramoll 1,2,3 ndo
foi resistente & degradacdo proteolitica do intestino de N. coringer, no entanto os peptideos
resultantes promoveram mortalidade de operarios (CLso de 78,72 mg/mL) e soldados
(CLs0199,27 mg/mL); ndo apresentou atividade repelente. Peptideos resultantes da hidrélise de
Cramoll 1,2,3 modulou atividades de enzimas de digestivas de operarios. Cramoll 1,2,3 inibiu
o crescimento de C. albicans, C. tropicallis e C. krusei com concentra¢cdo minima inibitoria
(CMI) de 100, 200 e 400ug/mL, respectivamente, mas nédo foi ativa sobre C. Glabrata e todas
as bacterias testadas. CmSP apresentou atividade antifungica contra todos os fungos testados
com valores de CMI variando de 55 a 400 pg/mL e concentragdo minima fungicida (CMF)
variando de 110 a 1.760 ug/mL. CmSP apresentou atividade bacteriostatica para todas as
espécies testadas com valores de CMI variando de 55 a 1.760 pg/mL. Em conclusdo, as

sementes de C. mollis s&o fontes de lectinas e proteases ativas contra insetos e microrganismos.

Palavras-chave: Cratylia mollis. Lectinas. Proteases. Acaricida. Inseticida.



ABSTRACT

Lectins are hemagglutinating proteins that reversibly bind to carbohydrates; proteases
are a group of enzymes that catalyze the hydrolysis of peptide bonds. These two classes of
proteins have several biological properties, including insecticide and antimicrobial activities.
Pest insects damage the economies of the countries, and among these the species Tetranychus
bastosi (Tetranychidae) and Nasutitermes corniger (Termitidae). Bacteria and fungi cause
diseases in plants and animals. The search for new antimicrobial agents increases the
alternatives for treatment or prevention. This work investigated the biological activities of two
preparations from Cratylia mollis seeds, the one containing lectins 1, 2 and 3 (known as Cramoll
1,2,3) and another containing proteolytic activity (called C. mollis seed protease). It was
evaluated acaricidal activity of Cramoll 1,2,3 (0.02, 0.05, 0.1 and 0.2 mg/mL) against T. bastosi
ans for the termiticidal activity the resistance to proteolytic degradation of Cramoll 1,2,3 was
evaluated, to the termite proteases workers, as well as the effect on the survival of soldiers and
workers of N. corniger; In addition, the effects on the digestive enzymes activity of workers
were also evaluated. The antimicrobial activity of Cramoll 1,2,3 and CmSP was investigated
against the bacteria and fungi. Cramoll 1,2,3 induced mortality of mites by promoting mortality
greater than 50% at concentrations of 0.1 and 0.2 mg/mL. Cramoll 1,2,3 was an ovicidal agent
for T. bastosi decreasing the hatch rate. The population of T. bastosi was in an ascending state
at all concentrations tested. Cramoll 1,2,3 was not resistant to proteolytic degradation of N.
coringer's gut; however, the resulting peptides promoted mortality of workers (LC50 of 78.72
mg/mL) and solids (LC50 199.27 mg/mL); did not present repellent activity. Peptides resulting
from the hydrolysis of Cramoll 1,2,3 modulated activities of digestive enzymes of workers.
Cramoll 1,2,3 inhibited the growth of C. albicans, C. tropicallis and C. krusei with minimum
inhibitory concentration (MIC) of 100, 200 and 400 pug/mL, respectively, but was not active on
C. glabrata and all bacteria tested. CmSP showed antifungal activity against all fungi tested
with MIC values ranging from 55 to 400 pg / mL and minimal fungicidal concentration (CMF)
ranging from 110 to 1760 pg / mL. CmSP presented bacteriostatic activity for all species tested
with MIC values varying from 55 to 1760 pg/mL. In conclusion, C. mollis seeds are sources of

active lectins and proteases against insects and microorganisms.

Key-words: Cratylia mollis. Lectins. Proteases. Acaricide. Insecticide.
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1 INTRODUCAO

Cratylia mollis, conhecido popularmente como feijao camaratu, é uma forrageira
leguminosa nativa do Nordeste do Brasil. Suas sementes sdo ricas em proteinas e podem ser
fontes de proteases e lectinas bioativas.

Proteases constituem um grande grupo de enzimas que catalisam a hidrdlise de
ligacdes peptidicas de proteinas gerando peptideos, representando um dos mais importantes
grupos de enzimas comerciais, industriais e farmacéuticos (AGUILAR & SATO et al., 2018;
SUN etal., 2018; SILVA et al., 2017). As proteases também possuem um grande potencial para
as atividades antimicrobianas. Essas enzimas sdo capazes de inibir o crescimento de varias
bactérias, gram-positivas e gram-negativas, e fungos patogénicos.

As lectinas sdo proteinas com capacidade de reconhecer e ligar reversivelmente a
carboidratos ou estruturas glicosidicas complexas e possuem diversas atividades biologicas
(BRITO et al., 2017; COELHO et al., 2017). Dentre os grupos de lectinas estudadas, as lectinas
vegetais sdo as mais bem caracterizadas e algumas funcdes ja estabelecidas como atividades
inseticidas, antiinflamatoria, analgésica e antimicrobianas (TEIXEIRA, 2012; CAMPOS et al.,
2016; MARQUES et al., 2018; SILVA et al., 2018).

Acaros s&o organismos cosmopolitas e polifagos. Sao pertencentes ao Filo Arachnida
e ao Subfilo Chelicerata, tendo a espécie Tetranychus bastosi Tuttle, Baker e Sales, conhecida
como acaro vermelho, pertencente a familia Tetranychidae, a qual é constituida por acaros
especificamente fit6fagos (BOLLAND; GUTIERREZ; FLECHTMANN, 1998). As espécies
do género Tetranychus sdo consideradas pragas pois ao se alimentarem causam o rompimento
de células das folhas, destruindo suas estruturas fotossintetizantes e érgdo de reserva. O efeito
da alimentacdo dos fitdfagos sobre as plantas sdo drasticos a curto e longo prazo e isso causa
danos as lavouras em todo o mundo (FRANCO e GABRIEL, 2008; SCHMIDT, 2014).

Cupins séo insetos eussociais da ordem Blattaria, infraordem Isoptera, composta
atualmente por aproximadamente 3170 espécies (CONSTANTINO, 2016). Sdo insetos que
vivem em coldnias organizadas em castas diferenciadas, apresentam divisdo reprodutiva do
trabalho na col6nia e cuidado cooperativo com a prole (KORB, 2005; WILSON, 1971). Dentro
Isoptera, existem nove familias, sendo que no Brasil sdo conhecidas apenas quatro familias.
Dentre elas, temos a familia Termitidae, que possui o0 género Nasutitermes, mais amplamente
distribuido, abrangendo todas as regides tropicais, € com a maior riqueza de espécies — 260,

aproximadamente
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Varios trabalhos vém descrevendo a atividade inseticida de lectinas sobre soldados e
operérios de N. corniger, como as lectinas de Myracrodruon urundeuva, MuBL e MuHL e a
lectina, MVRL extraida do rizoma Microgramma vaccinifolia que mostrou alta toxicidade
contra operarios e soldados de N. corniger. (PAIVA et al., 2011; NAPOLEAO et al., 2011;
ALBUQUERQUE et al., 2012).

O presente trabalho teve como objetivo investigar propriedades antibacteriana e
antifingica de protease (CmSP), atividades termiticidas e possiveis mecanismos de a¢do contra
N. corniger, atividades acaricidas contra T. bastosi e antimicrobianas contra bctérias e fungos

patogénicos da lectina (Cramoll 1,2,3) de sementes de Cratylia mollis.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
Obter preparacdes contendo proteases e lectinas de sementes de Cratylia mollis e

investigar suas propriedades bioldgicas.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Obter extrato bruto da farinha de sementes de C. mollis rico em proteinas

e Separar proteases e lectinas de proteinas contaminantes por meio de
fracionamento salino com sulfato de aménio.

e ldentificar a fracdo rica em proteases, por meio da avaliagdo de atividade
proteolitica total utilizando azocaseina como substrato.

e Identificar a fragdo lectinica por meio de atividade hemaglutinante

e Definir o processo de purificagdo de proteases

e Caracterizar o padréo de bandas eletroforéticas da preparacao rica em proteases.

e Obter a preparacdo Cramoll 1,2,3 por meio de cromatografia em coluna de
afinidade Sephadex G-100.

e Caracterizar a preparagdo de Cramoll 1, 2, 3 por meio de eletroforese em
condi¢Oes nativa para proteinas basica.

e Determinar a atividade termiticida de Cramoll 1,2,3 contra N. Corniger.

e Avaliar se ha modulacéo de enzimas digestivas de N. corniger.

e Avaliar aatividade acaricida e ovicida de Cramoll 1,2,3 contra T. bastosi.

e Avaliar a atividade antimicrobiana das proteases e da Cramoll 1,2,3.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 PROTEASES

As proteases constituem um grande grupo de enzimas que catalisam a hidrélise de
ligacOes peptidicas dando origem a peptideos menores e aminoacidos livres (Figura 1)
(KAMAL, REHMAN, & IQBAL, 2017). Séo classificadas em seis grupos: aspartico, cisteino,
glutamato, metalo, serino e treonino proteases dependendo dos aminoacidos presentes no sitio
ativo e envolvidos no processo catalitico, bem como nos mecanismos de clivagem
caracteristicos de cada grupo (RAO et al., 2009; LI et al., 2013; SHAH, MIR, & PARAY,
2014).

Figura 1. llustracdo da hidrélise de uma ligacéo peptidica

Aminoécido (1)

—

igacdo Peptidica

Dipeptideo

Fonte: (Adaptada de Souza, 2015).

Proteases que apresentam a mesma sequéncia homologa séo postas na mesma familia,
enquanto que familias que compartilham o mesmo ancestral sdo colocadas no mesmo cla
(RAWLINGS et al., 1993; SHAH et al., 2014).). As proteases tém uma grande importancia
bioldgica por apresentar uma variedade de fungdes fisiologicas complexas, como a condugéo
com o metabolismo essencial e fungdes regulatorias; como também tem grande importancia
biotecnologica, atuando de forma versatil na indudstria, como por exemplo na industria
alimenticia e farmacéutica (RAO et al., 1998 ; PARDO et al., 2000; FEIJOO-SIOTAE VILLA,
2011; FERNANDEZ-LUCAS et al., 2017).

As proteases sao classificadas de acordo com a Enzyme Comission of International
Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) dentro do grupo 3 (hidrolases) e

subgrupo 4 (hidrolases de ligacGes peptidicas), estando portanto na subclasse 3.4. Esta grande



14

familia (EC 3.4) cliva seus substratos em sitos especificos e assim estd dividida em
endopeptidades ou proteinases, que clivam ligacGes peptidicas internas dos terminais do
substrato (EC 3.4. 21-99) e exopeptidases ( EC 3.4. 11-19 ) que clivam ligacGes internas
localizadas nas extremidades amino-terminal (N-terminal) ou carboxi-terminal (C-terminal).
(BARRETT, 1994; SUMANTHA et al., 2006). As aminopeptidases séo aquelas que atuam na
regido N-terminal com liberacéo de um Unico amino&cido (EC 3.4.1.), ou de um dipeptideo ou
um tripeptideo, neste compreendem a dipeptidil-peptidases e tripeptidil-peptidases (EC
3.4.14.). As carboxipeptidases liberam um Gnico aminoéacido (EC 3.4.16-18.) ou um dipeptideo
peptidil-dipeptidase (EC 3.4.15.). Algumas exopeptidases hidrolisam dipeptideos (dipeptidase,
EC 3.4.13.) (TAVANO, 2013).

Figura 2. Representacao esquematica da atuacdo de endoproteases eexoproteases.

ENDOPROTEASES

|1
il ~9-0-0-0-0-©-0-@-@@—oon

EXOPROTEASES
Aminopeptidase Carboxipeptidase

- O-O-O-O-O-O-O-O-OO—~coon
DIPEPTIDASES
~-—@-@—cooH

Fonte: Adaptado de Barrett, 1994,

Endopeptidases sdo caracterizadas por atuarem preferencialmente através de ligacdes
peptidicas presentes do interior do polipeptideo, longe das regides N e C terminal. As
endopetidades sdo divididas em quatro subgrupos de acordo com seu grupo reativo no sitio
ativo envolvido com a catélise em (1) aspartil-proteases, (2) metalo-proteases, (3) cisteino-
proteases e (4) serino-proteases. As 2 primeiras utilizam uma molécula de adgua ativada como
nucledfilo para atacar a ligacdo peptidica do substrato, ja as outras 2 o nucle6filo é um residuo
de aminoacido (cisteina e serina, respectivamente) localizados no sitio ativo, que é de onde
derivam as nomenclaturas (LOPEZ-OTIN & BOND, 2008).

As serino-proteases sdo as enzimas mais estudadas, e sdo encontradas em virus,
bactérias e em eucariotos, o que indica uma participacdo vital no metabolismo desses
organismos. Esse grupo é caracterizado por apresentar um conjunto de proteinas com alto grau

de homologia de sequéncias e de similaridade estrutural, residuos dos aminoacidos serina,
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histidina e &cido aspartico no seu sitio catalitico, apresentam atividade méaxima em pH neutro
a alcalino (entre 7 e 11), possuem massa molecular entre 18 e 35 kDa, e ponto isoelétrico entre
4 e 7. Sua identificacdo e feita através de ensaios utilizando como um dos inibidores especificos
0 PMSF (RAO et al, 1998; CHAUHAN et al., 2013).

As cisteino-proteases sdo amplamente distribuidas entre os organismos vivos,
encontrados tanto em procariotos como eucariotos. Sdo enzimas proteoliticas que possuem no
seu sitio ativo um residuo de cisteina, de asparagina e um de histidina na triade catalitica,
sendo o mecanismo de acdo destas enzimas muito semelhante ao das serino-proteases.
Geralmente s6 sdo ativas na presenca de condi¢des redutoras e necessitam de pH levemente
acido (3,0 a 6,5) para atividade catalitica maxima (Rao et al., 1998; MUTHU et al., 2017).

As aspartil-proteases também sdo conhecidas como proteases acidas, por exercerem
atividade catalitica maxima em pH acido entre 3,5 e 5,0, caracterizam-se por empregarem uma
molécula de agua, ativada por dois residuos de aspartato, como nucle6filo no ataque a ligacdo
peptidica. Sdo todas endopeptidases e sdo encontradas em organismos tdo diversos quanto
vertebrados, plantas e virus (SALVADORI, 2006; JAMES, 2004; RAWLINGS & BARRETT,
2013).

O grupo das metalo-proteases estdo distribuidas em todos os organismos vivos. E o
grupo de proteases nas quais o ataque nucleofilico a uma ligacdo peptidica é mediado por uma
molécula de agua, possui residuos de histidina, acido glutdmico e tirosina no seu sitio ativo,
além da exigéncia de um ion metalico (normalmente Zn2+ ou Mn2+) bivalente em seu sitio
catalitico (RAO et al., 1998; RAWLINGS & BARRETT, 2013).

Proteases sdo encontradas em todos os organismos com importantes funcgdes
metabdlicas, como em animais ocorrendo em tecidos especificos, como as proteases gastricas
(pepsina e renina), e as pancreéaticas (tripsina e quimiotripsina); em microrganismos, como
virus, bactérias, protozoarios, leveduras e fungos; e em vegetais. As proteases podem ser
extracelulares e/ou intracelulares, ligadas ou ndo a membrana (SAID & PIETRO, 2002).

As proteases tém uma grande variedade de aplicacGes, principalmente nas industrias de
detergentes e alimentos, além de participarem do tratamento de couro e processos de
biorremediagéo. Estdo entre as mais importantes enzimas industriais, representando cerca de
60% das enzimas comercializadas (FEIJIOO-SIOTA & VILLA, 2011; NOVOZYMES, 2012;
JEONG et al., 2018). Na industria alimenticia s&o amplamente utilizadas em laticinios, massas,
producdo de molhos, para amaciar carnes e na producéo de hidrolisados protéicos. Na industria
farmacéutica, as proteases atuam em formulagbes como auxiliares digestivos, combinagoes

com antibidticos e para tratamentos de lesdes. Essas enzimas também sdo utilizadas na indudstria


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123822192000776
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panificadora por atuarem hidrolisando o gluten facilitando a preparacdo da massa (MO et al.,
2016; SUN, et al., 2018;).

As proteases também possuem um grande potencial para as atividades antimicrobianas.
Essas enzimas sdo capazes de inibir o crescimento de varias bactérias e fungos patogénicos.
Proteases purificada a partir das folhas de Wrightia tinctoria ¢ do caule de Cissus
quadrangularis mostraram possuir uma alta atividade contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas (MUTHU et al.,, 2017, MUTHU et al., 2017a); (rP6281), protease aspartica
recombinante, secretada pelo fungo Trichoderma harzianum e expressa em Pichia pastoris
demonstrou atividade antifungica contra B. Cinerea,Mucor circinelloides, Aspergillus flavus
e Aspergillus fumigates, assim como, quitinases e lizosimas também ja demonstraram
atividades antibacterianas (WANG et al., 2012; HAN et al., 2016; DENG et al., 2018).
Proteases semelhantes & catepsina tem mostrado serem antimicrobianos, a VTDCE
recombinante (do inglés: Vittelin Degrading Cysteine Endopeptidase) mostrou ter sequencia
de aminoécidos semelhante & peptideos antimicrobianos (OLDIGES et al., 2012); uma outra
protease semelhante a catepsina-L, purificada a partir do lisado de M4B, regido adjacente do
intestino medio, do inseto Riptortus pedestris mostrou forte atividade antibacteriana contra
Burkholderia simbidtica (BYEON et al., 2015).

2.1.1 Proteases Vegetais

Nas Ultimas décadas, o interesse por proteases vegetais e seus produtos naturais tem
crescido rapidamente. As proteases, apresentam as mais importantes enzimas devido a suas
diversas propriedades na industria alimenticia, farmacéutica, inddstria do detergente, bem
como na preparacdo do couro e da 14 (FEIJOO-SIOTA E VILLA, 2011; FERNANDEZ-
LUCAS etal., 2017).

As proteases derivadas de plantas apresentam um caminho promissor nas industrias de
alimentos e biotecnologia devido a sua ampla especificidade de substrato, boa solubilidade e
atividade em uma ampla faixa de pH e temperatura. Nas plantas, as proteases estdo em todos
0s tecidos pois participam de quase todos os aspectos do ciclo de vida. As proteases presentes
nas folhas sdo as mais féaceis de se obter devido aos baixos niveis de substancias interferentes,
resultando em uma diminui¢do nas etapas de purificagdo levando a um bom rendimento
(MUTHU et al., 2017).

Proteases provenientes de C. Papaya (mamoeiro) e Ficus spp. (abacaxizeiro) chamadas

de papaina e bromelina, respectivamente, sdo as proteases vegetais mais frequentemente



17

utilizadas como aditivos na industria alimenticia para processos como fermentacao,
precipitacdo do leite, alisamento de carne, e preparacdo de hidrolisados proteicos altamente
sollveis e aromaticos para a industria de queijo e bebidas (ALICI & ARABACI, 2018). Estudos
que utilizaram a papaina, clivando proteinas de diferentes tipos de leite (vaca, cabra e soja),
mostraram que o seu efeito na producdo de queijo cheddar, e queijo semisoft melhoraram a
capacidade de fusdo e extensibilidade (ABE, 2015; ARLENE et al., 2015). A suplementacao
do alimento de Ctenopharyngodon idella, peixe conhecido popularmente como carpa capim,
com papaina e bromelina resultou em um aumento na taxa de crescimento, no acumulo de
lipidios e na imunidade (CHOI et al., 2016). Na industria farmacéutica a papaina é utilizada em
géis para reparacao tecidual de Ulceras venosas (RIBEIRO et al., 2015). Esses estudos mostram
a grande importancia biotecnoldgica das proteases vegetais incentivando a investigacdo de

novas fontes de proteases.

2.2 LECTINAS

As lectinas constituem uma classe de proteinas, que sdo capazes de reconhecer e se
ligar de forma reversivel aos carboidratos e a gliconjugados, incluindo glicoproteinas ou
glicolipideos presentes nas superficies celulares, sem alterar a estrutura de seus ligantes. A
ligacdo lectina-carboidrato é feita por ligacfes ndo-covalentes como pontes de hidrogénio,
interacdes de van der Walls e hidrofébicas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; SHARON,
2008). Embora estejam isolados principalmente de materiais vegetais (especialmente de
sementes), essas proteinas sdo encontradas de forma ubiqua e ocorrem em uma ampla variedade
de estruturas e tamanhos (COELHO et al., 2017; NAPOLEAO et al., 2015).

Dentre os grupos de lectinas estudadas, as lectinas vegetais sdo as mais bem
caracterizadas e algumas funces ja estabelecidas sdo: protegdo contra patdgenos e insetos,
transporte e armazenamento de carboidratos, reconhecimento celular (dentro da célula, entre
células ou entre organismos), proteinas de reserva ou reguladoras de crescimento, mediadoras
de interacGes célula-célula e parasito-hospedeiro (AUDFRAY et al., 2012, CARVALHO et al.,
2012, TEIXEIRA, 2012) e atividades antiinflamatérias, antifungicas e analgésicas (CAMPOS
etal., 2016; MARQUES et al., 2018; SILVA et al., 2018).

As lectinas representam um grupo de proteinas heterogéneas que apresentam grande
variabilidade do ponto de vista estrutural, no seu tamanho e na organizagdo molecular e s&o
classificadas quanto a quantidade e natureza dos sitios ligantes em: Merolectinas, que

apresentam apenas um grupo ligante para carboidrato, sendo pequenas, incapazes de aglutinar
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células, devido a natureza monovalente; Hololectinas, as que apresentam dois ou mais ligantes
homdlogos para carboidratos ou derivados e, portanto, sdo capazes de aglutinar células e
precipitar glicoconjugados; Quimerolectinas, que possuem um ou mais sitios de ligacdo a
carboidratos, além de possuir outro sitio ndo lectinico com atividade biologica; e as
Superlectinas, aquelas lectinas que apresentam dois ou mais sitios lectinicos, porém com
especificidades a carboidratos diferentes (GRUBHOFFER ET AL., 1997; LIS; SHARON,
1998; MONTEIRO-MOREIRA, 2002; PEUMANS & VAN DAMME, 1998).

Figura 3. Estrutura das lectinas de vegetais em relacdo ao dominio reconhecedor de carboidrato

Mecero in; Hololectina . .
ferolecting Quimerolectina

I .‘

. Carboidratos Superlectina

Sitio Catalitico u

Fonte: Pneumans & Van Damme (1995), atualizada por Van Damme et al. (1998) e adaptada por Simdes (2011).

Legenda:

Quanto a especificidade por monossacarideos as lectinas podem ser classificadas em
grupos dos tipos ligadoras de: manose/glicose, D galactose, N-acetilglicosamina, N-
acetilgalactosamina, L-fucose, &cido N-acetilneuraminico e grupos glicanos complexos.
Algumas lectinas ainda podem ter afinidade por diferentes carboidratos, ndo sendo portanto
especificas (PEUMANS; VAN DAMME, 1998; RUDIGER, 2000; TAKAHASH I et al., 2008).

Para detectar a presenca de lectinas em uma amostra, € feito ensaios de aglutinacdo, nos
quais elas interagem com carboidratos da superficie celular através de seus sitios, formando
diversas ligacdes cruzadas reversiveis entre celulas distintas (Figura 4) (PAIVA & COELHO,
1992). As lectinas podem aglutinar diversos tipos de células (VEGA & PEREZ., 2006). O
ensaio mais comumente utilizado é o de hemaglutinagdo (Figura 4), o qual € realizado através
de uma diluicdo seriada da amostra contendo lectina e posterior incubacdo com eritrécitos; a

rede formada entre os eritrocitos constitui o fendmeno de hemaglutinacgéo e é quantificada como
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0 inverso da maior diluicdo em que se observa a hemaglutinagdo (titulo), esse resultado

corresponde a atividade hemaglutinante (AH) (SANTOS et al., 2005).

Figura 4. Representacdo esquematica da aglutinacéo de eritrdcitos por lectina e aspecto da rede

de aglutinacdo em placa de microtitulacao.

‘ . ‘ @ Eritrécito

Lectina

‘ . ' . | \

Fonte: Bezerra et al., 2018.

Por apresentarem propriedades caracteristicas como a habilidade em ligar-se a
glicoconjugados de forma especifica, as lectinas mostram ser importantes ferramentas nos
estudos, envolvendo diversas areas da ciéncia como a quimica, bioldgica e farmacéutica
(GADHAWALA et al., 2012; KOHARUDIN & GRONENBORN, 2013). As lectinas sdo bem
distribuidas na natureza, podendo ser encontradas em abundancia nas mais diversas partes das
plantas, entretanto apesar de estarem distribuidas amplamente nas plantas, na Gltima década
elas mostraram que também estdo distribuidas em animais e microorganismos, ja que foram
isoladas de diversas classes e familias de seres vivos, inclusive em virus.

Em virus, a lectina esta envolvida no processo de adesdo a célula hospedeira, ja que para
que possa ocorrer a infeccdo de células animais, sdo necessarias interagdes das lectinas virais
com glicanos especificos presentes na membrana celular (HU et al., 2012; LIU, et al., 2016;
LIU, et al., 2017 ). Em protozoarios, a lectina do germe do trigo (WGA) esta envolvida na
captura de oocistos de Toxoplasma gondiiem, no desempenho do reconhecimento celular e no
aumento da aderéncia a célula hospedeira durante os estagios iniciais (VIEIRA et al., 2012;
HARITO et al., 2017). Nos invertebrados, as lectinas sdo encontradas na hemolinfa, como
exemplo em Botryllus schlosseri, e em espécies de caranguejos, camardes, e ouricos do mar;

estando envolvidas em vias de sinalizagdo, na formacdo de nddulos, aglutinacdo, encapsulacéo
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e ativacdo de propenoloxidade e organizacdo imune de insetos (WANG e WANG, 2013; PEES
etal., 2017; XIA et al., 2018). Nos vertebrados, as lectinas possuem vérias fungdes bioldgicas,
entre elas, defesa contra patdgenos, participacao no ciclo celular, inibicao celular por contato,
apoptose, desenvolvimento de érgdos e atividades antimicrobianas (PIRES et al., 2017; SULCA
etal,. 2017).

Nas plantas elas s&o encontradas em diferentes partes, podendo ser isoladas de
sementes (OLIVEIRA et al., 2011), folhas (NAPOLEAO et al., 2011), cascas (SA et al., 2009),
flores e raizes (SOUZA et al., 2011). Diversas propriedades bioldgicas tem sido descritas para
lectinas de origem vegetal incluindo a atividade antimicrobiana da lectina de foliolos de folhas
de Calliandra surinamenus (NUNES et al., 2012; MARQUES et al., 2018; PROCOPIO et al.,
2018), atividade antitumoral das lectinas de sementes Phaseolus lunatus L. var. Cascavel e de
Canavalia villosa (SOUZA et al., 2016; LACERDA et al., 2017) e atividade inseticida das
lectinas das folhas e da entrecasca de Myracroduon urundeuva e das sementes de Olneya tesota
e Moringa oleifera (NAPOLEAO et al., 2012; LAGARDA-DIAZ et al., 2016; OLIVEIRA et
al., 2017; LIMA et al., 2018).

2.2.1 Lectinas de Leguminosas

Entre as plantas, as leguminosas (Leguminosae ou Fabaceae) representam uma familia
gue vem recebendo uma maior atencdo, primeiro por serem uma familia que possuem uma alta
similaridade de estruturas primaria, secundaria, terciaria e propriedades fisico—quimicas, e
também devido a suas sementes serem ricas em lectinas e possuirem relativa facilidade de
purificacdo (SANTIAGO et al., 2014). Devido a esses fatos, um grande nimero de lectinas de
leguminosas foram purificadas e caracterizadas (ALMEIDA et al., 2014; NASCIMENTO et
al., 2016).

A familia Fabaceae é constituida de plantas que possuem hébitos variados, podem
apresentar-se desde grandes arvores das matas tropicais a arbustos, subarbustos, ervas anuais
ou perenes e muitas trepadeiras. Pertencem a divisdo da Angiospermae, classe Dicotileddnea e
ordem Rosales, possuindo cerca de 19.325 espécies distribuidas entre 727 géneros e
constituindo a segunda maior familia botanica em importancia econémica, ficando atrés apenas
de Poaceae ( LEWIS et al., 2005; WOJCIECHOWSKI et al., 2004).

As leguminosas sdo encontradas na caatinga, devido alguns grupos de plantas desta
familia apresentarem grande resisténcia a seca. Dentre estas, pode-se destacar Cratylia mollis

(camaratuba), Poecil antheulei (carrancudo), Piptadenia viridiflora (surucucu), Mimosa



21

tenuiflora (jurema-preta) e Desmanthus virgatus (desmanto), que sdo as mais frequentes
(REZENDE., 2006).

As lectinas de leguminosas formam o grupo de lectinas vegetais mais bem estudado e
caracterizado por suas bases moleculares das intera¢fes proteinas-carboidratos durante varias
décadas (DAMODARAN et al., 2008), correspondendo de 2 a 10% de proteinas sollveis das
sementes maduras, além de possuirem uma enorme diversidade na oligomerizacdo dos
mondmeros em dimeros e tetrdmeros (SHARON., 2007; CHANDRA et al., 2001;
CHEVREUIL., 2007; SRINIVAS et al., 2001).

2.2.2 Potencial Inseticida e antimicrobiano de Lectinas

Muitas lectinas de plantas vem apresentando acdo inseticida contra espécies de
diferentes ordens como Coleoptera, Diptera, Homoptera e Lepidoptera (LAM & NG., 2011). A
acao inseticida das lectinas foi observado em diversos trabalhos dentre eles, a avaliacdo da
lectina isolada de bulbos hibridos de Hippeastrum Amaryllis inibiu o crescimento larval e
causou reducdo do peso de larvas da lagarta da folha do algodoeiro Spodoptera littoralis
(CACCIA et al., 2012); a lectina da Dioclea violacea (DVL) também afetou no
desenvolvimento larval e causou diminui¢do da massa de Anagasta kuehniella (OLIVEIRA et
al., 2015); WSMoL, uma lectina solivel em &gua obtida a partir de sementes de Moringa
oleifera prejudicou o desenvolvimento e o ganho de peso de Anagasta kuehniella (OLIVEIRA
et al., 2017); assim como PF2, uma lectina purificada das sementes de Olneya tesota,
apresentou efeito inseticida contra Zabrotes subfasciatus (LAGARDA-DIAZ et al., 2016).

O mecanismo de acdo inseticida de lectinas se d& por meio da ligacdo a estruturas
presentes no intestino do inseto, com a quitina constituinte da matriz peritréfica;
glicoconjugados na superficie das células epiteliais e da matriz peritréfica;  proteinas
glicosiladas, tais como enzimas ou proteinas de transporte; e também podem atuar ativando a
morte celular programada por apoptose provocando diversos danos estruturais e funcionais
(VASCONCELOS & OLIVEIRA., 2004; MACEDO et al., 2007; PAIVA et al., 2011; LIMA
etal., 2016; LIMA et al., 2018).

A atividade antimicrobiana de lectinas é amplamente investigada. Uma lectina isolada
do foliolos de folhas de Calliandra surinamenus (Casul) e PgTel, lectina encontrada nas
sementes de Punica granatum demonstram atividades antimicrobiana (PROCOPIO et al 2017;
SILVA et al., 2018); lectinas das sementes comestiveis de Phaseolus lunatis billb, Lunatina,

apresentou atividade antiflingicas contra varias espécies de fungos como Sclerotium rolfsii,



22

Physalospora piricola, Fusarium oxysporum e Botrytis cinerea (ALBUQUERQUE et al., 2014;
WU et al., 2016); lectinas isoladas das sementes de Araucdria angustifolia foi eficiente contra
bactérias gram positivas ¢ gram negativas (SAINT-GADELHA et al., 2006); e lectinas de
sementes de Pisum Sativum inibiram o crescimento do fungo F. oxysporium (SITOHY et al.,
2007).

Sabe-se que o mecanismo de acdo antimicrobiano de lectinas estd relacionado &
capacidade de interagir com carboidratos na superficie das células como componentes da
parede celular bacteriana, tais como N- acetilglucosamina, dcido N-acetilmurdmico (MurNAc),
tetrapeptideos ligados a MurNAc e lipopolissacarideos (GOMES et al., 2013; CARVALHO et
al., 2015). Enquanto que a atividade antifingica esta ligado ao fato das lectinas interferirem no
crescimento e desenvolvimento de fungos, causando um desequilibrio na sintese e/ou deposi¢ao
de quitina na parede celular, ligando-se as hifas, ocorrendo entdo numa ma absor¢do de

nutrientes.

2.3 PURIFICACAO DE PROTEINAS

A purificacdo constitui uma etapa complexa, uma vez que as caracteristicas do meio e
das biomoléculas sio variaveis (PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005). Dessa maneira, foram
desenvolvidos inumeros métodos de purificacdo (MORAES et al., 2013). Para a purificacdo de
proteinas, como lectinas e proteases, podem ser utilizadas varias técnicas gerais de purificacao,
tais como cromatografias de afinidade, troca idnica, interacdo hidrofdbica, e gel filtracdo, entre
outras (LAM & NG, 2011).

A primeira etapa para a purificacdo de proteinas é a obtencdo de extratos brutos que
podem ser feitos a partir de uma solucéo salina que e em concentracdes reduzidas aumentam a
solubilidade das proteinas (Salting in) (HEU et al., 1995), e submetidos a extracdo sob
determinado periodo de tempo e condigdes de temperatura estabelecidas, em agitacao
constante. A partir do extrato bruto, inicia-se a purificagdo parcial da proteina de interesse
através do fracionamento salino que separa as moléculas de acordo com suas diferencas de
solubilidade, quando mais sais sdo adicionados é causado uma reducdo da solubilidade das
proteinas e estas podem ser precipitadas (Salting out), (HEU et al., 1995).0 sal comumente
utilizado é o sulfato de amonio, um sal altamente hidrofilico que remove a camada de
solvatagdo das proteinas fazendo com que as mesmas se precipitem (KONOZY et al., 2003,;
DELATORRE et al., 2006). As proteinas parcialmente purificadas pela precipitacdo salina séo

geralmente submetidas ao processo de dialise exaustivo (PLUMER, 1978), que € um método
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de separacdo por membranas semi-permedveis, baseado na separacdo de moléculas por
diferengas de peso molecular, onde as proteinas ficam retidas dentro da membrana enquanto
moléculas menores, presentes na amostra como carboidratos ou sais, passam para a solucéo
solvente (THAKUR et al., 2007).

As proteinas podem ser isoladas e purificadas através de técnicas de cromatografias
utilizadas para separé-las dos demais metabolitos. Podem ser isoladas por cromatografia de
afinidade, na qual utiliza-se uma matriz formada por um alvo ao qual a proteina se liga,
cromatografia de troca idnica, que envolve a separacdo de moléculas ionizaveis baseada na sua
carga total, ou cromatografia de gel filtracdo que permite a separacdo de moléculas pela massa
molecular (MOURA et al., 2006; SANTI-GADELHA et al., 2006; SUN et al., 2007).

A cromatografia de afinidade é um método cromatografico Unico que, ao utilizar um
ligante especifico, permite analisar e purificar biomoléculas com base na sua funcao fisioldgica
ou na estrutura quimica individual. Esse método tem por base o ligante que é imobilizado em
um suporte insolUvel, que sera chamada de matriz de afinidade; a proteina de interesse terd a
capacidade de se ligar ao ligante e sera adsorvido & matriz, enquanto que as demais moléculas
serdo eluidas. Para que o componente adsorvido possa ser eluido, € necessario utilizar uma
solucdo que diminua as interagGes entre os dois componentes (ligante e a proteina de interesse).
Baseado neste principio, torna-se possivel separar uma proteina a partir de uma mistura
bioldgica complexa, com base no reconhecimento e na ligacdo da molécula-alvo & estruturas
especificas. As interacdes que ocorrem entre os ligantes e a biomolécula de interesse podem
resultar de interacbes hidrofdbicas, interacbes eletrostaticas, forcas de van der Waals e/ou
pontes de hidrogénio ( SOUZA et al., 2011; COELHO et al.,, 2012).

A troca ibnica baseia-se na ligacdo da proteina com os grupos de sinais opostos
imobilizados na matriz. A coluna é lavada com solucdo tampdo e os solutos com pouco ou
nenhuma interacdo com o trocador de ions sdo excluidos. Os solutos adsorvidos s&o
subsequentemente eluidos apos serem trocados por outros ions, com mesmo tipo de carga,
porém com maior afinidade pela fase estacionaria.

A cromatografia de gel filtracdo ou de exclusdo molecular baseia-se na separagéo de
biomoléculas de acordo com seu tamanho. As moléculas que apresentam maior tamanho séo
eluidas primeiro, pois ndo penetram nos poros do gel da coluna, enquanto que as de menor
tamanho véo descendo lentamente por serem capazes de penetrarem no gel, de modo que a
separacdo é de ordem decrescente de massa molar. (HEU et al., 1995; PESSOA JUNIOR;
KILIKIAN, 2005; MONZO et al., 2007).
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2.4 CRATYLIA MOLLIS

Cratylia mollis Mart., popularmente conhecida como feijdo Camaratu ou Camaratuba é
uma espécie nativa da Regifo Semi-Arida do Estado de Pernambuco. E uma planta perene,
arbustiva, tolerante a seca com potencial para adubac&o verde, além de ser usada como alimento
para o gado (Figura 6), (SOUZA et al., 2003; ARAUJO et al., 2011).

Figura 5. A) Aspecto de C. mollis em seu ambiente natural. B) Flores de C. mollis. C) Sementes

de C. mollis.

Fonte: A) Amanda Lucena Rosendo de Lima; B) Rubens Teixeira de Queiroz; C) Do autor.

Paiva & Coelho (1992) e Correia & Coelho (1995) descreveram a purificacdo de
lectinas de sementes de Cratylia mollis que foram denominadas Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll
3 e Cramoll 4, com diferentes especificidades para carboidratos. A classificacdo das isolectinas
foi feita de acordo com a migracao eletroforética em gel para proteinas basicas nativas. As
isoformas 1, 2 e 4 sdo especificas para glicose/manose, enquanto a Cramoll 3 é especifica da
galactose. Elas podem ser separadas do extrato de sementes atraves de precipitacdo com sulfato
de amonio e etapas cromatograficas. A preparacdo de Cramoll 1,4 obtida a partir do precipitado
de 40-60% de sulfato de aménio por cromatografia de afinidade; as isoformas 1 e 4 podem
ainda ser separadas por cromatografia de troca ionica. A Cramoll 2 foi isolada também desta
mesma fracdo precipitada mas utilizando cromatografia de filtragdo em gel. A Cramoll 3 €
purificada do precipitado de 0-40% através de cromatografia de troca idnica (PAIVA E
COELHO, 1992; CORREIA E COELHO, 1995). Alternativamente, uma preparacao contendo
as isoformas 1, 2 e 3 (Cramoll 1,2,3 ) pode ser obtida usando o sobrenadante resultante da
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precipitacio de 60% de sulfato de aménio e cromatografia de filtragdo em gel (NAPOLEAO et
al., 2013).

Paiva et al (2003), isolaram um inibidor de tripsina de sementes de Echinodorus
paniculatus a partir da cromatografia de afinidade utilizando as isoformas Cramoll 1, 2, 3
imobilizadas em Sepharose (Cralso 1,2,3-Sepharose). Foi possivel o isolamento do inibidor de
tripsina com rendimento de 32%, devido aos sitios de ligacdo a carboidratos disponiveis destas
isolectinas, onde cerca de 90% ligaram-se efetivamente a Sepharose 4B . Assim, a matriz
produzida pode ser utilizada para caracterizacdo do sitio glicosilado do inibidor. Observou-se
também que as isolectinas mantiveram sua atividade mesmo ap6s a imobilizacdo, o que indica
a utilidade desta matriz de afinidade para a purificacdo de moléculas glicosiladas (PAIVA et
al., 2003).

A isoformas da Cramoll 1,2,3-Sepharose foi empregada para o isolamento de
glicoproteinas de soro fetal bovino, ovo branco de galinha, colostro humano e plasma de sangue
humano. A matriz formada por Cramoll 1,2,3-Sepharose foi avaliada como suporte para
purificacdo de glicoproteinas encontradas no soro bovino, tendo-se uma proteina eluida similar
ao padrdo da fetuina bovina comercial no SDS-PAGE. O isolamento das glicoproteinas das
misturas complexas foi alcancado devido a presenca de residuos de carboidratos como manose,
hexosaminas e &cido sialicos (NAPOLEAO et al., 2013).

2.5 TERMITAS E NASUTITERMES CORNIGER

Cupins sd@o insetos eussociais da ordem Blattaria, infraordem Isoptera, composta
atualmente por aproximadamente 3170 espécies (CONSTANTINO, 2016). Dentro de Isoptera,
a classificacdo atualmente que € mais aceita € composta por nove familias: Mastotermitidae,
Hodotermitidae, Archotermopsidae, Hodotermitidae, Stolotermitidae, Kalotermitidae,
Stylotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae (ENGEL; GRIMALDI,
KRISHNA, 2009; KRISHNA et al., 2013).

No Brasil, encontram-se apenas quatro familias, Kalotermitidae, Rhinotermitidae,
Serritermitidae e Termitidae (CONSTANTINO, 1999a), composta por cerca de 300 espécies,
entretanto, é certo que esse numero é subestimado, uma vez que ha auséncia de levantamentos
em varias regides brasileiras, principalmente no norte e nordeste (CONSTANTINO, 2002;
MARICONI et al., 1999, COSTA-LEONARDO, 2002).
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Quanto aos aspectos da biologia dos cupins, sdo individuos que vivem em col6nias
organizadas em castas diferenciadas, apresentam divisao reprodutiva do trabalho na colonia e
cuidado cooperativo com a prole (KORB, 2005; WILSON, 1971), além de comportamentos de
grupo complexos e coordenados para construcao de ninho e forrageamento (LEGENDRE et al.,
2008). Os cupins apresentam trés castas principais, que sdo os reprodutores, 0S Operarios € 0s
soldados, todos diploides, podendo os dois Ultimos pertencer a um ou outro sexo, ou até ambos
0s sexos numa mesma coldnia (GRASSE, 1982). Os reprodutores estdo representados pela
rainha e pelo rei, cuja principal funcdo é a producdo de ovos para suprir a demanda dos
individuos na coldnia. Nesta ordem de insetos, o rei constitui par permanente com a rainha,
com a qual copula diversas vezes ao longo da vida. (WILSON, 1971). Os operéarios formam a
casta mais numerosa e ocupam todas as fungdes rotineiras tais como obtencdo de alimento,
construcdo e reparacao do ninho e tuneis, cuidados com a prole e fornecimento de alimento as
outras castas e 0s soldados sdo os responsaveis pela guarda do ninho e pela protecdo dos
operarios durante o forrageamento (KRISHNA, 1969).

O casal real (rei e rainha) podem ou ndo, dependendo da espécie, movimentar-se pelo
ninho ou permanecer preso em uma camara real. O desenvolvimento dos novos cupins,
apresenta  metamorfose incompleta. Embora cada espécie possua caracteristicas de
desenvolvimento diferentes, basicamente podemos resumir o ciclo de vida destes insetos nas
seguintes fases: ovos, formas jovens (ou ninfas), adultos (figura 7). As ninfas se diferenciam
em operarios, soldados e em ninfas aladas que dardo origem aos adultos férteis. Os ninhos
podem apresentar ainda reprodutores secundarios, individuos com a funcédo de substituir o casal
real no caso de algum deles adoecer ou morrer, ou ate mesmo complementar a postura de ovos
na coldnia. Os reprodutores secundarios sdo produzidos em coldnias mais maduras e, como ndo
tem a necessidade de sair da colonia, eles desenvolveram asas. E importante frisar que podem
ocorrer muitas varia¢Oes nesses passos de acordo com a espécie, mas este e 0 padrdo mais geral
(SU et al., 2000).
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Figura 6. Ciclo de vida dos cupins e diferentes castas encontradas em um cupinzeiro.
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Fonte: Lima et al. (2015)

Para a defesa de possiveis predadores e parasitas 0s cupins apresentam estratégias
ativas e passivas. (SOBOTNIK; JIROSOVA; HANUS, 2010). As estratégias ativas estdo
relacionadas as modificagdes morfologicas e quimicas na casta dos soldados e a sinalizacéo de
alarme liberada para a colénia. A cooperagdo dos operarios na reconstrucdo do ninho também
¢ uma importante estratégia ativa de defesa. O forrageamento a partir de tdneis protege 0s
cupins de possiveis predadores, compondo a estratégia de defesa passiva. (NOIROT,;
DARLIGTON, 2000; HANUS, 2010; CRISTALDO et al., 2015).

Os cupins sao capazes de se alimentar de matéria vegetal viva ou morta, sendo a sua
principal fonte de energia a celulose, como madeira, papel, plantas vivas e de matéria organica
em decomposicdo. A capacidade de aproveitar a celulose como fonte energética se deve a
presenca de uma comunidade simbidtica de microrganismos encontrada no trato intestinal dos
cupins (FROHLICH et al., 2007; VASCONCELLOS et al., 2015). Devido a esse habito
alimentar, os cupins desempenham uma funcdo importante nos ecossistemas terrestres como a
criagdo de nucleos de vegetacdo e decomposicdo da madeira em ambientes naturais
(BONACHELA et al., 2015; ULYSHEN, 2016). Além do que, pela sua eficiente digestdo da
celulose, eles também sdo utilizados como modelos enzimaticos para hidrélise desses recursos
(LUCENA et al., 2011).
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A importéncia ecoldgica dos cupins € um dos mais importantes, principalmente quando
consideradas as modificacGes que podem causar no ambiente, desde alteracfes de paisagem até
modificagdes nas propriedades fisicas e quimicas do solo, efeitos no processo de decomposicao,
ciclagem de nutrientes, entre outros (LEE e WOOD, 1971). Mas também podem ser
considerados pragas devido a sua alimentagdo. No Brasil, cerca de 80 espécies de cupins ja
foram consideradas pragas de zonas rurais e urbanas. Coptotermes gestroi, Heterotermes
tenuis, (cupins de solo), Cryptotermes brevis, C. havilandi (cupins de madeira seca) e
Nasutitermes corniger (cupim arboreo) estéo entre as espécies causadoras dos maiores estragos
de madeira estrutural, agricultura e de florestas, estdo as dos géneros (FONTES, 2002).

Dentro de Termitidae, Nasutitermes é o género mais amplamente distribuido, abrangendo
todas as regides tropicais, e com a maior riqueza de espécies — 260, aproximadamente. Dessas,
49 se distribuem no Brasil em ambientes de caatingas, matas tropicais, cerrados, planicies e
pastagens (CONSTATINO, 2015). A grande maioria das espécies pertencentes ao género
Nasutitermes é endémica, principalmente na regido neotropical. Muitas constroem ninhos
arboreos, que estdo sempre em comunicacdo com o solo, por meio de tuneis que descem pelo
tronco da arvore onde seu ninho foi construido (CONSTANTINO, 1999; FONTES, 2002).

Varios trabalhos vem descrevendo a atividade inseticida de lectinas sobre soldados e
operarios de N. corniger. Napoledo et al (2011), observaram que as lectinas de Myracrodruon
urundeuva, MuBL (LCso de 0.974 mg ml~! em operarios e 0,787 mg ml* em soldados) e
MuHL (LCso de 0.374 mgml~! em operarios e 0,432 mg ml! em soldados) mostraram
atividade termiticida contra operarios. Lectinas isoladas das... de ClavelLL apresentou efeito
toxico para operarios e soldados ap6s 10 dias de ensaio apresentando LCso de 0,196 e 0,5 mg
ml, respectivamente. A lectina da ...MVRL mostrou alta toxicidade contra N. corniger com
CLso de 0,130 para operarios e 0,085 mg ml? para soldados durante 3 dias. MvRL inibiu a
atividade tripsina-like e estimulou a atividade da endoglucanase do extrato de intestino do
operario que atuou por meio de mecanismos termiticidas que podem incluir modulagéo
enzimética. Opuntia ficus indica cladodes, e Crataeva tapia bark também mostrou atividade
termiticida sobre N. Corniger (SILVA et al., 2009; PAIVA et al., 2011; ALBUQUERQUE et
al ., 2012; ARAUJO et al., 2012).

2.6 TETRANYCHUS BASTOSI

Acaros s&o organismos cosmopolitas e polifagos. S&o encontrados em habitats aquéticos

e terrestres. Varias espécies de acaros vivem sobre as plantas, alimentando-se do seu conteido
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celular, porém sdo relativamente poucas aquelas consideradas sérias pragas agricolas. No
entanto, algumas espécies apresentam importancia, por atacar diversas espécies de plantas
cultivadas (MORAES; FLECHTMANN, 2008).

Os acaros pertencem ao Filo Arachnida e ao Subfilo Chelicerata. Tetranychus bastosi
Tuttle, Baker e Sales, conhecido como acaro vermelho, pertence a familia Tetranychidae, a qual
¢ constituida por A&caros especificamente fitofagos (BOLLAND; GUTIERREZ;
FLECHTMANN, 1998). As espécies do género Tetranychus sdo consideradas pragas e ao se
alimentarem, preferem a face inferior das folhas. A alimentacéo dos acaros nas folhas causam
o rompimento da células, destroem suas estruturas fotossintetizantes, 6rgdo de reserva e, isso
leva a disfuncbes nas plantas como o aumento da transpiracdo resultando em déficit hidrico e
bloqueio da sintese do amido, o que favorece ainda mais o desenvolvimento dos &caros
(FRANCO e GABRIEL, 2008; SCHMIDT, 2014.). Tetranychus bastosi é originario da
America do Sul, ea infestacdo por essa praga inicia-se na face inferior das folhas, inicialmente
ao longo da nervura principal e, com o0 aumento do nimero de individuos, distribuindo-se por
todo o limbo. T. bastosi produz uma espécie de teia nas folhas, e alimentam-se do contetdo
celular extravasado das células perfuradas pelas queliceras em forma de estiletes. Ataca folhas
velhas, provocando manchas branco acinzentadas e prateadas na face abaxial da lamina, além
de ondulagbes por todo o limbo e encarquilhamento (FRANCO & GABRIEL, 2008; DE
MORAES e FLECHTMANN; SANTOS et al., 2009; SANTOS; SILVA-MANN; BOARI,
2010).

T. bastosi j& foi encontrado em diversas culturas como Carica papaya L. (mamao),
Jatropha curcas L. (pinhdo manso), J. gossypi folia (pinhdo roxo), J. mollissima (Pohl) Baill
(pinhdo bravo), Manihot esculenta Crantz (mandioca). A maior ocorréncia de acaros da familia
Tetranychidae no Brasil encontra-se na regido sudeste e T. bastosi esta associado geralmente a
culturas economicamente importantes (MENDONCA et al., 2010). Essas infestagcdes causaram
grandes injdrias as plantas, contribuindo para que T. bastosi fosse considerado uma praga
potencial e grande ameaca para a producdo econémica de diversas culturas (BOLLAND;
GUTIERREZ; FLECHTMANN, 1998; VERONA, 2010; BARROS, 2013).
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1 INTRODUCAO

Lectinas sdo proteinas hemaglutinantes que se ligam reversivelmente a carboidratos
simples e complexos. Elas sdo amplamente distribuidos na natureza e apresentam varias
propriedades bioldgicas, como antimicrobiana (NUNES et al., 2011; HUNG et al., 2018;
PROCOPIO et al., 2017; MARQUES et al., 2018;), antitumoral (SOUZA et al. , 2016;
LACERDA et al., 2017) e inseticidas (NAPOLEAO et al., 2012; LAGARDA-DIAZ et al.,
2016; OLIVEIRA et al., 2017; LIMA et al., 2018).

Cratylia mollis (feijdo camaratu) € uma leguminosa nativa do nordeste brasileiro cujas
sementes contém quatro isoformas de lectina denominadas Cramoll 1, 2, 3 e 4. As isoformas 1,
2 e 4 sdo ligadas a glicose/manose, enquanto a Cramoll 3 é especifica da galactose. Elas podem
ser separadas do extrato de sementes através de precipitacdo com sulfato de aménio e etapas
cromatogréficas. A preparacdo de Cramoll 1,4 € obtida a partir do precipitado de 40-60% de
sulfato de aménio por cromatografia de afinidade; as isoformas 1 e 4 podem ainda ser separadas
por cromatografia de troca idnica. A Cramoll 2 foi isolada também desta mesma fracéo
precipitada mas utilizando cromatografia de filtracdo em gel. A Cramoll 3 é purificada do
precipitado de 0-40% através de cromatografia de troca idnica (PAIVA E COELHO, 1992;
CORREIA E COELHO, 1995). Alternativamente, uma preparacdo contendo as isoformas 1, 2
e 3 (Cramoll 1,2,3 ) pode ser obtida usando o sobrenadante resultante da precipitacdo de 60%
de sulfato de aménio e cromatografia de filtracio em gel (NAPOLEAO et al., 2013).

Algumas espécies de &caros sdo de interesse agricola porque agem como pragas,
causando danos e grandes perdas de colheitas, afetando a produtividade e, portanto, exigindo
milhGes de dolares para seu controle. O acaro-vermelho Tetranychus bastosi (Familia
Tetranychidae) é uma espécie cosmopolita que ocorre em regides temperadas e tropicais, sendo
considerado uma praga de diversas culturas de importancia nutricional ou ornamental (GALLO
et al., 2002; SEEMAN E BEARD, 2011; FERRAZ ET al., 2017; ROSADO et al., 2015). Em
muitos casos, 0s acaricidas (por exemplo, piretroides, abamectina e difecol) representam o
método Unico para o controle dos &caros; entretanto, resultados insatisfatorios sdo
frequentemente obtidos, uma vez que esses compostos podem eliminar inimigos naturais,
levando ao aumento da populacdo de pragas (SOARES et al., 2009; VAN LEEUWEN et al.,
2010; MOSCARDINI et al., 2014). O uso de acaricidas ainda pode induzir ao surgimento de

resisténcia, que ocorre rapidamente no caso dos &caros, devido ao curto ciclo de vida, a
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abundante progénie e a reproducdo arrenocelular (MANIANIA et al., 2008; VAN
POTTELBERGE et al., 2009).

Neste sentido, 0 uso de produtos naturais extraidos de plantas, como extratos de plantas
e metabolitos secundarios (timol, carvacrol, 1-8 cineol, n-hexanol, monoterpenos e
sesquiterpenos) sdo considerados alternativas aos acaricidas sintéticos para uso em manejo
integrado de pragas (MIP). Entre os efeitos sobre &caros relatados para produtos naturais,
destacam-se atividade repelente, efeito inibitdério na oviposicdo e crescimento, alteracGes
morfogenéticas, alteracbes do sistema hormonal, alteracbes no comportamento sexual e
mortalidade nas fases imaturas ou adultas (KOC, 2013; GOMES et al., 2014; SIQUEIRA et al.,
2014; PAVELA, 2016; FERRAZ, 2017; FERRAZ et al., 2017; ROSADO-AGUILAR et al.,
2017; PAVELA et al., 2018).

Estudos com Tetranychus urticae mostraram que 0s 0Oleos essenciais apresentam
atividades fumigantes e repelentes (TAK & ISMAN., 2017; SOUZA et al., 2015). Para T.
bastosi, foi detectada atividade carrapaticida de extratos aquosos das folhas de Myracrodruon
urundeuva, (folhas) Croton blanchetianus e Ziziphus joazeiro, sendo o0 Z. joazeiro o0 mais ativo.
O extrato aquoso de folhas de Prosopis juliflora também foi toxico para T. bastosi e promoveu
reducdo da oviposicdo (XAVIER et al., 2015; NASCIMENTO, 2017).

Ate onde sabemos, a atividade acaricida das lectinas sobre T. bastosi ndo foi relatada
até o momento. Assim, para ampliar o potencial dessas proteinas bioativas para o controle de
acaros, o presente trabalho descreve os efeitos da preparacdo Cramoll 1,2,3 sobre a

sobrevivéncia de fémeas e ovos de T. bastosi e sobre a taxa de crescimento populacional.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL

As sementes de C. mollis foram coletadas na cidade de Ibimirim, Estado de Pernambuco,
no Nordeste do Brasil. Essas sementes foram colocadas para secagem a temperatura de 26°C.
Apdbs devidamente secas, foi confeccionada uma farinha das sementes com utilizacdo de um
multiprocessador e em seguida a farinha foi armazenada em um freezer a temperatura de +/-
20°C.

2.2 OBTENCAO DA PREPARACAO CRAMOLL 1,2,3

A preparacdo de Cramoll 1,2,3 foi obtida conforme descrito por Napoledo et al. (2013).
A farinha de sementes (10g) foi homogeneizada com NaCl 0,15 M (100 mL) sob agitagédo
magnética a 26 °C por 16 h. A mistura foi filtrada através de gaze e centrifugada (8000g, 15
min, 4°C), e o sobrenadante correspondeu ao extrato de semente. O extrato foi tratado com
sulfato de ambnio (60% de saturacdo) de acordo com Green e Hughes (1955). Apés a
centrifugagéo (8.000 g, 15 min, 4°C), o sobrenadante foi coletado e dialisado (membrana de
exclusdo de 7-kDa; Sigma-Aldrich, EUA) contra NaCl 0,15 M por 24 h (trés mudancas de
liquido) a 4°C. Em seguida, o sobrenadante dialisado foi carregado (50 mg de proteina) numa
coluna de Sephadex G-100 (6,0 x 1,6 cm) previamente equilibrada com NaCl 0,15 M a um
caudal de 36 ml/h. O pico proteico ndo adsorvido correspondeu a preparacao de Cramoll 1,2,3.

A concentracdo de proteina foi estimada de acordo com Lowry et al. (1951) usando uma
curva padrdo de albumina de soro bovino (31,25-500 pg/mL). A atividade da lectina foi
monitorada pelo ensaio de hemaglutinacdo (PAIVA E COELHO, 1992) utilizando eritrécitos
de coelho tratados com glutaraldeido (BING et al., 1967). Os eritrocitos foram coletados
conforme aprovagio do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Pernambuco (processo 23076.033782 / 2015-70). O numero de unidades de atividade
hemaglutinante (AH) foi determinado como o inverso da maior diluicdo da amostra que
promoveu a aglutinagdo completa. A AH especifica foi definida como a razdo entre a AH e a
concentracdo de proteina (mg/mL).

A preparacédo de Cramoll 1,2,3 (500 pg de proteina) foi avaliada por eletroforese em gel

de poliacrilamida (PAGE) para proteinas basicas nativas de acordo com Reisfeld et al. (1962).
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As bandas polipepticas foram visualizadas através de coloracdo com negro de amido em &cido
acético 10% (v/v).

2.3 CRIACAO DE TETRANYCHUS BASTOSI

Os acaros foram criados em laboratorio em placas tipo Gerbox, que continham arenas,
cada uma com uma folha de Canavalia ensiformis (Fabaceae) com a face abaxial voltada para
cima, sobrepostas a discos de espuma de polietileno de 4 cm de espessura umedecidos
constantemente com agua destilada. A margem da folha (trocada semanalmente) foi contornada
com algoddo hidréfilo umedecido em &gua destilada para evitar a fuga dos &caros e a arena foi
mantida em camara climética do tipo B.O.D. a temperatura de 25 £ 2°C, 70 £ 10% UR e fotofase
de 12 h.

2.4 TOXICIDADE EM FEMEAS ADULTAS DE T. BASTOSI

A toxicidade de Cramoll 1,2,3 para fémeas de T. bastosi foi avaliada usando uma
adaptacdo dos métodos descritos por Matos (2006) e Ferraz (2011). Discos (5,0 cm de
diametro) de folhas de C. ensiformis foram imersos por 5s em Cramoll 1,2,3 a 0,02, 0,05, 0,1
ou 0,2 mg/mL de proteina ou em agua destilada (controle). Os discos foram transferidos para
placas de petri contendo de agar 1% (p/v) e em seguida 10 feméas adultas foram colocadas em
cada disco. A mortalidade foi avaliada 48 horas apds a infestacdo. Os acaros que ndo se moviam
guando tocados com uma escova de cabelo fino eram considerados mortos. Os experimentos
individuais foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos e cinco repeticfes. As concentracdes letais necessarias para matar 50% e
90% (LC50 e LC90) dos insetos foram avaliadas pelo teste de Tukey (P <5%).

2.5 TOXICIDADE EM OVOS DE T. BASTOSI

Discos foliares de Canavalia ensiformis (5,0 cm de diametro) foram infestados com 12
fémeas adultas de T. bastosi por 24 h para oviposicdo. Apds esse periodo, as fémeas foram
removidas e 0s ovos separados. Outros discos foram imersos individualmente por 10 s em 0,02,

0,05, 0,1 ou 0,2 mg/mL de proteina ou em agua destilada (controle), secos por 30 min a 26 °C
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e entdo 30 ovos foram colocados em cada disco, os quais foram transferidos. individualmente
a placas de Petri contendo Agar 1% (p/v) e depois incubadas a 25 = 1°C, 70 + 10% de umidade
relativa e 12 horas de fotofase. A viabilidade dos ovos foi avaliada ap6s 96 h de aplicacéo
contando o numero de larvas eclodidas. Os experimentos individuais foram conduzidos em
delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e cinco
repeticBes. As concentracdes letais (CL50) foram calculadas através do programa POLO-PC
(LeOra Software 1987).

2.6 DETERMINACAO DO EFEITO DE CRAMOLL 1,23 NO CRESCIMENTO
POPULACIONAL DE TETRANYCHUS BASTOSI

Discos foliares de Canavalia ensiformis (5,0 cm de diametro) foram imersos por 5s em
Cramoll 1,2,3 (0,02, 0,05, 0,1 ou 0,2 mg/mL de proteina) ou dgua destilada (controle) e secos
por 30 min a 26°C. Os discos foram colocados em placas de Petri contendo agar 1% (p/v) com
abertura na cobertura fixada com tecido do tipo voile, e cinco fémeas adultas foram colocadas
em cada disco. As placas foram condicionadas em uma cdmara BOD a30+ 1 ° C, 75 + 10%
de umidade relativa e 12 horas de fotofase. Experimentos individuais foram realizados para
cada concentracdo de Cramoll 1,2,3 em delineamento experimental inteiramente casualizado,
com quatro tratamentos e cinco repeticdes. A avaliagdo do crescimento populacional foi
realizada dez dias ap6s a montagem do bioensaio.

A partir dos dados obtidos, calculou-se a taxa de crescimento instantaneo (ri), de acordo
com a equacdo ri = In (Nf / N&o) / A, onde Nt é 0 niumero de ovos, imaturos e adultos presentes
em cada disco na avaliacéo final; N&o, o nimero inicial de fémeas é transferido para cada disco;
e At € a duracdo do bioensaio, que foi de dez dias (WALTHALL; STARK, 1997). Seri=0, 0
crescimento populacional esta em equilibrio; se ri> 0, o crescimento populacional permanece
em um estado ascendente; e se ri<0, a populagéo esta sofrendo um declinio, o que pode levar a
extingdo, quando Nf= 0 (STARK; BANKS, 2003). Os resultados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As andlises foram feitas através do software SAS versdo 8.02 (SAS Institute,
2001).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato de sementes de Cratylia mollis mostrou AH especifica de 8,2, 0 que aumentou
na fracdo sobrenadante obtida ap0s o tratamento com sulfato de aménio (Tabela 1). Cramoll
1,2,3 foi obtida com o pico ndo adsorvido da cromatografia em Sephadex G-100 (Figura 1A)
com AH especifica de 32,8, correspondendo a um fator de purificacdo de 4,0 (Tabela 1). O
perfil de eletroforese em PAGE para proteinas basicas (Figura 1B) foi semelhante ao descrito
por Napoledo et al. (2013).

Lectinas isoladas de outras leguminosas, como Canavalia ensiformis, Pisum sativum,
Phaseolus vulgaris, Glechoma hederacea e Griffonia simplicifolia, apresentaram atividade
inseticida (LAGARDA-DIAZ et al., 2009, 2017; SPRAWKA et al., 2014). Estas lectinas foram
ativas contra insetos de varias ordens, incluindo Coleoptera, Diptera, Lepidoptera,
Hymenoptera, Isoptera, Neuroptera e Homoptera, afetando diferentes estagios (larvas e adultos)
e causando mortalidade, retardando o desenvolvimento e/ou surgimento de adultos e reduzindo
a fertilidade (MICHIELS, 2010; VANDEBORRE et al., 2011; LAGARDA-DIAZ et al., 2017;).
No presente trabalho, avaliamos os efeitos de lectinas da leguminosa C. mollis em um

representante de outra classe de artrépodes, 0s acaros.

Tabela 1. Etapas do isolamento de Cramoll 1,2,3 de sementes de C. mollis.

Amostra Concentracao Atividade Atividade Fator de
da proteina Hemaglutinante Hemaglutinante Purificacao®
(mg/mL) Especifica?
Extrato de 3,9 32 8,2 1,0
semente
FS 0-60% 2,5 64 16.4 2,0
Cramoll 1,2,3 2,1 128 32,8 4,0

aA Atividade hemaglutinante especifica corresponde a razdo entre o nimero de unidades e a concentragdo de
proteina (mg/mL). *O fator de purificacdo foi calculado pela razéo entre a atividade hemaglutinante especifica da

amostra e a atividade hemaglutinante especifica do extrato.® Fragdo sobrenadante 0-60.



48

Figura 1. (A) Cromatograma da fracdo sobrenadante 0-60% (FS60) (8 mg de proteinas) em
coluna Sephadex G-100 equilibrada com NaCl 0,15M e as fragdes eluidas com NaCL 1M. (B)
Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicGes nativas para proteinas basica (15% p/v) de
Cramoll 1,2,3 (500 pg), foi feita de acordo com Reisfeld et al (1962). Bandas polipeptidicas
foram coradas com solucéo a 1% de negro de amido em acido acético10%.

A B

Citocromo ¢ Cramoll 1,2,3

16 -
14 -
12 -

1 -
08 -
06 -
04 -
0.2 -

0 b T T
0 10 20 30 40
Fract

A Figura 2 mostra a mortalidade média de fémeas de T. bastosi expostas a discos foliares
tratados com Cramoll 1,2,3. Estes dados ajustaram-se ao modelo de regressdo linear e
apresentaram coeficientes de determinacao superiores a 0,95, indicando a homogeneidade dos
resultados. Houve um efeito dependente da dose de Cramoll 1,2,3 sob a sobrevivéncia das
fémeas e 0 LCx foi de 0,14 mg/mL.

A atividade acaricida das lectinas ndo foi amplamente estudada; por outro lado, os
efeitos dessas proteinas sobre outros artrépodes, como os insetos, sdo bem conhecidos. A acao
inseticida das lectinas vegetais tem sido associada a capacidade dessas proteinas resistirem ao
ambiente hostil no trato digestivo do inseto, causando anormalidades na formac&o e funcdo da
matriz peritréfica; alterando o metabolismo do inseto através da interagdo com enzimas e
proteinas ligadas ao transporte e assimilacdo; causando a morte de células digestivas,
proliferativas e enteroenddcrinas, bem como a ruptura de microvilosidades; cruzando a barreira
intestinal, atingindo a hemolinfa, tubulos de Malpighi, ovarios e corpo adiposo (POWELL,
1998; FITCHES et al., 2001; VANDENBORRE et al., 2011; ALBUQUERQUE et al., 2012;
WALSKI et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015; DIAZ et al., 2017; LIMA et al., 2017, 2018). A
toxicidade por ingestdo de Cramoll 1,2,3 em fémeas de T. bastosi pode envolver alguns desses
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mecanismos relatados contra insetos. Lima et al. (2005) mostrou que a lectina da alga vermelha
Gracilaria cornea (GCL) apresentou atividade acaricida contra carrapatos Boophilus
micropolus, quando estes foram ingurgitados com fracdes de lectinas GCL a 0.1 mg mL-1,
causou uma reducdo de 20% no peso das fémeas apds o periodo de oviposicao, além de
diminuir o peso da massa de ovos, o periodo de eclosdo e o tempo médio de sobrevivéncia

larval.

Figura 2. Mortalidade de adultos fémeas T. bastosi apds 48 horas em discos de folha de
Canavalia ensiformes, submetidos a diferentes concentragfes da Cramoll 1,2,3 Temp.: 27 £ 1
°C, 75 £ 10% de U.R. e fotofase de 12h. Foi feita a correcdo de mortalidade pela férmula de
Abbott e cada barra corresponde & media £ DP de 5 repeticGes, onde o * corresponde a

existéncia de diferenca significativa (p <0,005) entre controle e tratamentos pelo teste T.
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Cramoll 1,2,3 foi um agente ovicida para T. bastosi desde que uma diminuigdo na taxa
de eclosdo foi detectada em todas as concentracOes testadas. Cramoll 1,2,3 foi eficiente no
controle da eclosdo de ovos de maneira dose-dependente (Figura 3) e a CLso determinada foi
de 0,16 mg/mL. Segundo Esteves Filho et al. (2008) o efeito ovicida é uma propriedade
relevante de um acaricida para uso em programas de manejo, pois quando a fase inicial de
desenvolvimento da praga é invidvel, consequentemente ha uma reducdo das lesGes e danos
causados as plantas. Cruz et al. (2016) avaliaram a atividade acaricida contra Rhipicephalus
microplus (Acari: Ixodidae) e Dermacentor nitens (Acari: Ixodidae) do extrato metanolico de
partes aéreas (folhas, caule e flores) de Acmella oleracea e observaram que houve uma reducdo
de 55% e 100% em viabilidade de ovos em tratamentos nas concentragdes de 50 e 200 mg /
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mL, respectivamente. Castro et al. (2014) utilizando o extrato hexanico de partes aéreas (folhas,
caule e flores) contra R. microplus o mesmo extrato a 50 e 200 mg/mL relatou percentuais de

ovos inviaveis de 89,3% e 97%, respectivamente.

Figura 3. Atividade ovicida de T. bastosi ap6s 96 horas em discos de folha de Canavalia
ensiformes, submetidos a diferentes concentragdes da Cramoll 1,2,3 Temp.: 27 + 1 °C, 75 %
10% de U.R. e fotofase de 12h. Foi feita a correcdo de mortalidade pela férmula de Abbott e
cada barra corresponde & media + DP de 5 repeti¢cdes, onde o * corresponde a existéncia de
diferenga significativa (p <0,0) entre controle e tratamentos pelo teste T
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A Figura 4 mostra os valores de ri no controle e tratamentos com Cramoll 1,2,3. Pode-
se observar que os valores de ri para todos os tratamentos de Cramoll 1,2,3 indicou que a
populacdo esta em estado ascendente. Estes resultados indicam que Cramoll 1,2,3 néo
promoveu um declinio na populacdo de T. bastosi; no entanto, observa-se que o crescimento
populacional em tratamentos com Cramoll 1,2,3 ocorreu a uma taxa menor em relacdo ao
controle. Esta queda pode ser devido a uma reducéo da alimentacao pelos acaros, causando uma

diminuicdo na sua fecundidade ou interferindo no desenvolvimento.
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Figura 4. Taxa instantanea de crescimento (ri) de Tetranychus bastosiem discos de folha de
feijdo de porco (Canavalia ensiformis) submetidos & Cramoll 1,2,3 (temperatura de 27 + 1 °C,
75 + 10% de umidade relativa e fotofase de 12h).
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A contagem das populages finais de T. bastosi (ovos, formas imaturas e adultos) nos
tratamentos controle e Cramoll 1,2,3 € mostrada na Figura 5. Observou-se que a populacéo final
foi menor com o aumento da concentracdo de Cramoll 1, 2,3. O ri tem sido amplamente
utilizado em estudos toxicoldgicos, uma vez que permite avaliar os efeitos letais e subletais de
inseticidas e acaricidas em uma populacéo, ap6s um tempo pré determinado, integrando efeitos
sobre a sobrevivéncia, fecundidade, comportamento alimentar e longevidade (STARK &
BANKS 2003).
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Figura 5. Populacéo final de Tetranychus bastosi, ap6s dez dias, em discos de folha de feijdo
de porco (Canavalia ensiformes) submetidos a Cramoll 1,2,3. Temp.: 27 £ 1 °C, 75 = 10% de
U.R. e fotofase de 12h.
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4 CONCLUSAO

A preparacdo de lectina Cramoll 1,2,3 exerceu atividade adulticida e ovicida sobre o
acaro praga T. bastosi e reduziu a taxa de crescimento da populacdo de acaros quando
comparado ao controle. Cramoll 1,2,3 pode ser uma estratégia promissora para ser usada em
programas de MIP como uma alternativa aos acaricidas sintéticos. Vale ressaltar que este estudo
¢ pioneiro, por avaliar as praticas acaricidas da Cramoll 1,2,3 como um inseticida natural e que

este trabalho serve como ponto de partida para novos estudos.
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1 INTRODUCAO

Térmitas sdo insetos eussociais pertencentes a ordem Blattaria, infraordem lIsoptera,
composta atualmente por aproximadamente 3170 espécies descritas (CONSTANTINO, 2016).
Sao morfofisiologicamente especializados, sendo diferenciados em castas: principalmente
operarios, soldados, reprodutores primarios (rei e rainha), formam colénias, onde os individuos
desempenham fungbes especificas, apresentam divisdo reprodutiva do trabalho na colénia,
cuidado cooperativo com a prole e sobreposicdo de geracdes, que € a vivéncia de todas as castas
com individuos de todas as idades em um mesmo ninho (WILSON, 1971; KRISHNA et al.,
2013; VASCONCELLOS & ERNESTO, 2015).

O género Nasutitermes tem a maior diversidade entre os Isoptera. Nasutitermes corniger
(Termitidae: Nasutitermitinae) € uma espécie nativa da América Central e do Sul e uma das
mais abundantes (SCHEFFRAHN et al., 2005). Possui habito alimentar baseado em recursos
celulésicos, por esse motivo sdo relatados como pragas nos ambientes agricolas e urbanos. Esta
mudanca de status esta associada a substituicdo dos ambientes naturais por culturas agricolas,
florestais e construcdes urbanas (CONSTANTINO, 2002). Devido a perda e alteracdo dos
ambientes naturais N. corniger tem se tornado uma importante praga, principalmente em
ambientes urbanos. Nesses ambientes a espécie é considerada uma praga eficiente pela digestdo
da celulose, diversidade e abundéncia de enzimas no aparelho digestivo dos operarios e
soldados sendo também utilizados como modelos enzimaticos para hidrolise desses recursos
(LUCENA et al., 2011; LIMA et al., 2014).

As lectinas sdo geralmente encontradas em plantas de leguminosas que sdo e
representam uma classe de proteinas ou glicoproteinas capazes de reconhecer e se ligar de
forma reversivel a carboidratos e aglutinam células reconhecendo agUcares especificos com alto
grau de especificidade através de pelo menos um dominio ndo catalitico (COELHO et al.,
2017). As lectinas de plantas apresentam uma enorme variedade de aplicacdes biotecnologicas.
Muitos estudos vem relatando amplamente o potencial inseticida das lectinas contra espécies
de diferentes ordens como Coleoptera, Diptera, Homoptera e Lepidoptera (VANDENBORRE
et al., 2011; DAN et al., 2016). Vérios estudos abordaram a toxicidade da lectina e mostraram
que algumas lectinas inseticidas apresentam resisténcia a digestao pelas proteases presentes no
trato digestivo dos insetos, permanecendo ativas depois de ingeridas (MACEDO et al., 2007;
NAPOLEAO et al., 2011; CACCIA et al., 2012). Também vem sendo apresentado em estudos
que a modulacéo de atividade de enzimas digestivas por lectinas. A alteracdo dessas atividades
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enzimaticas pode levar a um desequilibrio metabolico e isto ocasionar a morte do inseto
(MICHIELS et al., 2010). No trato digestivo de insetos as lectinas podem interagir ligando-se
a polissacarideos e glicoconjugados da superficie de estruturas do intestino do inseto e através
da interacdo com moléculas, glicosiladas ou ndo, como enzimas e proteinas de transporte e
assimilacdo (PAIVA et al., 2013).

Cratylia mollis € uma espécie pertencente a familia Fabaceae, nativa da regido semiarida
do sertdo do Estado de Pernambuco, e popularmente conhecida como feijdo camaratuba ou
feijao camaratd (ARAUJO et al., 2011). As sementes de C. mollis foram avaliadas quanto &
presenca de lectinas e classificadas em 5 diferentes isoformas de acordo com suas formas
moleculares : (Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3, Cramoll 4) As Cramoll 1,4 é uma preparacdo
da Cramoll 1 e Cramoll 4 e a Cramoll 1, 2, 3, uma preparac¢do contendo as isoformas da Cramoll
1, Cramoll 2 e Cramoll 3. Preparacdes contendo as isoformas (Cramoll-1,4) e isolectinas
(Cramoll 1,2,3), foram estudadas para as mais diversas aplicacfes biotecnolégicas. Em 2013,
Napoledo e colaboradores isolou glicoproteinas provenientes de soro fetal bovino, colostro
humano, ovo de galinha e plasma humano a partir de matrizes contendos lectinas de C. mollis
imobilizadas (Cramoll 1,2,3-Sepharose e Cramoll 3-Sepharose). Cramoll-1,4. mostraram a
atividade antitumoral, acdo anti-inflamatoria e anti-helmintica (ANDRADE et al., 2004;
FERNANDES, 2010).

Ainda ndo existem estudos avaliando atividades inseticidas utilizando as isolectinas
Cramoll 1, 2, 3. Este trabalho avaliou os efeitos da preparacdo Cramoll 1,2,3 sobre a
sobrevivéncia de N. corniger e a interacdo da lectina com moléculas presentes no intestino de
operarios como um etapa importante para entender o0 mecanismo de acdo e o efeito dessas

lectinas.

2 MATERIAS E METODOS
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2.1 SEMENTES DE CRATYLIA MOLLIS

Sementes de Cratylia mollis Mart. (feijdo camaratu) foram coletados no Estado de
Pernambuco (Brasil). As sementes foram colocadas para secar a temperatura de 26°C. Apds
estarem devidamente secas, foi confeccionada uma farinha das sementes com utilizagéo de um

multiprocessador e logo apds a farinha foi armazenada em um freezer a temperatura de +/-20°C.

2.2 PURIFICACAO DE CRAMOLL 1,2,3

As sementes foram trituradas originando uma farinha que foi extraida em solucgéo salina
(10% p/v em NaCl 0,15M) do qual foi obtido um extrato bruto. O extrato bruto da semente foi
fracionado utilizando sulfato de aménio (0-60%, p/v) e centrifugado ( 9.000 g ) durante 15
minutos. A fracdo sobrenadante obtida foi submetida a cromatografia de afinidade em uma
coluna de Sephadex G-100 (6,0x1,6 cm) previamente equilibrada (36 mL/h fluxo) com NaCl
0,15 M. As proteinas ndo adsorvidas, eluidas com NaCL 0,15M foram coletadas e
corresponderam a preparagdo Cramoll 1,2,3. A concentracdo de proteinas dos extratos foi
determinada de acordo com Lowry et al (1951) utilizando albumina de sérica bovina (31,25-

500 pg/mL) como padréo.

2.3 ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A capacidade de ligacdo das lectinas aos carboidratos foi avaliada pelo ensaio de
atividade hemaglutinante. Os testes foram realizados de acordo com Paiva e Coelho (1992)
utilizando uma suspenséo (2,5% v/v) de eritrocitos de coelho tratados com glutaraldeido (Bing
et al., 1967). Uma amostra enriquecida de lectina (50 ul) foi diluida duas vezes em NaCl 0,15
M em uma linha de microplacas de 96 pocos e depois foram adicionados a cada po¢o 50 ul da
suspensdo de eritrdcitos. Um controle sem lectina também foi realizado. O nimero de unidades
de atividade hemaglutinante foi determinado como o reciproco da maior diluicdo da amostra
que promoveu a aglutinacdo completa de eritrocitos. A atividade hemaglutinante especifica foi

definido como a relagdo entre as unidades e a concentracao de proteina (mg/mL).
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2.4 INSETOS

Os ninhos de Nasutitermes corniger foram coletados no campus da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (Recife, Brasil) em um fragmento da Mata Atlantica (8 00 '45''S, 340
56' 57 " W), sob autorizacdo (36301-2) do Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBIo). Os ninhos dos cupins, selecionados com base na integridade, foram
removidos do tronco de uma arvore e transferidos para o laboratério. A col6nia foi mantida a
28 £ 2 °C (70 = 5% de umidade relativa) no escuro durante 6 h, durante o periodo necessario

para separacao e transferéncia de operarios e soldados para os bioensaios.

2.5 BIOENSAIO TERMITICIDA

A atividade termiticida foi realizada em placas de Petri, contento uma dieta artificial
baseada em celulose, que foram mantidas no escuro a 28°C. A dieta artificial foi preparada
adicionando a matriz de celulose Avicel 20% (p/v), diferentes quantidades de Cramoll 1,2,3
que resultaram uma concentracdo final de 25, 50, 100, 200 mg/mL. A mistura (1 mL) foi
colocada em placas de Petri, dispostas em discos dispostos aleatoriamente. As placas foram
mantidas na estufa (56°C) durante 24 h para permitir a secagem dos discos. Em seguida, 16
operarios e 4 soldados foram transferidos diretamente do ninho para cada placa de Petri. Para
o0 controle, a dieta artificial administrada continha apenas o componente da matriz de celulose.

Trés ensaios independentes foram realizados em quintuplicata.

2.6 ENSAIOS DE REPELENCIA

O teste de repeléncia foi baseado em Su et al. (1982). Placas de Petri (90 a 15 mm, TPP-
Techno Plastic Products, Trasadingen, Suiga) foram preenchidas com solucéo de agar (2%).
Apos a solidificacdo, Os pocos foram perfurados no agar removendo um nucleo central de 25
mm de diametro e 5 nucleos periféricos (6 mm de diametro). Em seguida, a dieta artificial
(ImL) para controle negativo foi adicionada no centro da placa, a as dietas enriquecidas com
Cramoll 1,2,3 (25, 50, 100 e 200 mg/mL) foi colocada em cada poco periférico. As placas foram
mantidas na estufa (56°C) durante 24 h para permitir a secagem dos discos. Termitas (16

operarios e 4 soldados) foram entdo transferidos para o pogo central e as placas foram mantidas



64

a 28°C no escuro. Os ensaios foram realizados em triplicata. A auséncia ou presenca de cupins
em pogos periféricos, construcdo de tuneis e galerias, e o fechamento da construcéo por insetos

foram observadas por 15 dias.

2.7 EXTRATOS DE INTESTINO DE CUPINS

Operarios de N. corniger foram imobilizados no frio a -20 °C por 10-15 minutos. Cada
operario foi decapitado usando uma agulha de 0,3 mm (BD Ultra-Fine Il 1l de Becton,
Dickinson e Company, NJ, EUA) de 8 mm de comprimento e teve seu intestino removido
intacto puxando os Udltimos segmentos abdominais. Em seguida os intestinos foram
armazenados em freezer (-20°C). Os extratos de intestino de operarios de N. corniger foram
obtidos de acordo com Napoledo et al. (2011). Um grupo de 100 intestinos foram colocados em
um moedor de tecido de 2 mL e homogeneizado manualmente com 1 mL da solugdo tampéao
(acetato de sddio 0,1 M, pH 5,5 ou Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, ambos contendo NaCl 0,15 M). Os
homogeneizados foram entdo centrifugados (9 000 g, 4°C,15 min). Os sobrenadantes coletados
(extratos de intestino de operarios) foram utilizados para avaliacdo de atividades enzimaticas.
Os extratos em tampéo de acetato de sodio foram utilizados em ensaios para atividades das
glicohidrolases, enquanto que os extratos em tampdo Tris foram utilizados nos ensaios para
atividades de proteases. A concentracdo de proteinas dos extratos foi determinada de acordo

com Lowry et al (1951) utilizando albumina de sérica bovina (31,25-500 pg/mL) como padr&o.

2.8 EFEITO DO EXTRATO DE INTESTINO DE N. CORNIGER NA ATIVIDADE
HEMAGLUTINANTE DA CRAMOLL 1,2,3.

O extrato de intestino de operarios (350 pg de proteina) em Tris-HCI 0.1M pH 8.0 foi
incubado com Cramoll 1,2,3 durante 30 minutos. Apo6s o periodo de incubacdo, extrato de
intestino de operarios, Cramoll 1,2,3 e a mistura foram avaliadas quanto a atividade

hemaglutinante de acordo com o método descrito no item 2.4.

2.9 PROTEOLISE DE CRAMOLL 1,23 POR PROTEASES DE N. CORNIGER E
OBTENGCAO DE PEPTIDEOS BIOATIVOS.

A protedlise da Cramoll 1,2,3 pelas proteases do intestino de N. corniger foi feita

utilizando a método de Azeez et al. (2007) com devidas alteracdes onde a atividade proteolitica
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total foi determinada utilizando Cramoll 1,2,3 como substrato. O extrato de intestino de
operarios (100 uL, 360 ug de proteina) foi misturado com 300 pL de fosfato de sédio 0,1 M pH
7,5 e 50 uL. de Cramoll 1,2,3 (100 pg). A mistura foi suplementada com 100 pL de Triton X-
100 a 0,1% (v/v) e incubada a 37 °C durante 3 h. A reacdo foi interrompida apds aquecimento
a 100°C em banho-maria e a mistura foi incubada a 4 °C durante 30 min. Em seguida,
centrifugou-se a 9 000 g durante 10 min e determinou-se a absorbéncia do sobrenadante a 366
nm. Uma unidade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que deu um aumento
de 0,01 em absorbancia. O controle negativo da reacao foi realizado por aquecimento a 100° C
antes da adigcdo de substrato. Os peptideos obtidos no sobrenadante foram separados para

posterior analise de interacdo enzimatica.

2.10 ELETROFORESE EM CONDICOES NATIVA BASICA

Cramoll 1,2,3 (200 pg) foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
para proteinas nativas basicas de acordo com Reisfelet al. (1962) e a identificacdo das bandas
polipeptidicas foi realizada através de coloracdo com negro de amido em &cido acético 10%

(peso/volume).

2.11 EFEITO DOS PEPTIDEOS DE CRAMOLL 1,2,3 NA ATIVIDADE DE ENZIMAS
DIGESTIVAS DE N. CORNIGER.

O extrato de intestino de operarios (350 pg de proteina) em tampdo acetato de sodio 0,1
M, pH 5,5, ou tampao fosfato de s6dio 0,1 M pH 7,4, foram incubados (30 min a 27°C) com 0s
peptideos de Cramoll 1,2,3. Ensaios para atividades de endoglucanase, exoglucanase, xilanase
e a-amilase foram realizados de acordo com as adapta¢Ges dos métodos descritos por Li et al.
(2009), Wood & Bhat (1988) e Bernfeld (1955), respectivamente. A mistura (extrato intestinal
+ peptideos de Cramoll 1,2,3) foi incubada com acetato de sodio 0,1 M pH 5,5 contendo NaCl
0,15 M e 400 ul de CMC 1% (para atividade de endoglucanase), Avicel 1% (para atividade de
exoglucanase), 1% de xilana (para atividade de xilanase) e 1% de amido sollvel para amilase.
Apbs a incubacéo, foram adicionados 500 uL de DNS e as amostras foram aquecidas (100 ° C,
6 min) e imediatamente resfriadas em gelo (15 min). A absorbancia foi entdo medida a 540 nm.
A quantidade de acgucares redutores foi determinada usando glicose como padréo (Y = 0,1226

X-0,0157, em que Y é a absorbancia a 540 nm e X é a concentracdo de glicose em mg / mL).
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Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima necesséria para
gerar 1 umol de glicose por minuto.

A atividade de tripsina foi avaliada pelo substrato sintético BApNA (8 mM). A mistura
(extrato intestinal + peptideos de Cramoll 1,2,3) foi incubada durante 30 minutos a 37 ° C com
Tris-HCI 1M pH 8,0 e o substrato (15 ul). A hidrélise do substrato foi seguida por medicgdo de
absorbancia a 405 nm. Uma unidade enzimatica foi definida como o ndmero total de enzimas

que hidrolisam 1 umol de substrato por minuto.

2.13 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios enzimaticos foram realizados em triplicata e trés experimentos
independentes foram realizados utilizando diferentes extratos intestinais. Os desvios padrdo
(DV) foram calculados usando o GraphPad Prism versdo 4.0 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA) e os dados foram expressos como réplicas de média £ DV.
Diferencas significativas entre os tratamentos foram analisadas pelo teste t de Student

(significancia em p <0,05) usando o Origin 6.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Cramoll 1,2,3 foi isolada de acordo com os procedimentos previamente estabelecidos
(NAPOLEAO et al., 2013) e mostrou atividade hemaglutinante especifica de 32,8. Esses dados
asseguram a propriedade ligadora a carboidratos das lectinas, tornando-as aptas para 0s ensaios
subsequentes. Cramoll 1,2,3 apresentou atividade termiticida contra cupins Nasutitermes
corniger com LC50 de 78,72 e 199,27 (mg/mL) para operérios e soldados respectivamente
(Figura 1). Esses resultados corroboram com o trabalho realizado por Albuquerque (2012), que
avaliando o efeito termiticida da lectina de rizoma Microgramma vacciniifolia (MvVRL)
observou que a mesma apresentou uma alta taxa de toxicidade para N. corniger com LC50
0,130mg/ml para operarios e LC 50 0,085 mg/ml para soldados, assim como aconteceu com a
lectina de sementes de Opuntia ficus indica cladodes (OfiL) e de sementes de Moringa oleifera
(WSMoL e cMoL.) que mostrou resultado termiticida contra operarios e soldados. Cramoll 1,2,3
apresentou ser menos toxica que a BmoRoL, uma lectina de raizes secundéarias de Bauhinia
monandra, que mostrou atividade termiticida com CL50 de 0,09 e 0,395 mg ml-! por 12 dias
e a lectina de liquens de Cladonia verticillaris, que apresentou uma CL50 de 0.199 mg/ml-*
para operarios e 0,5 mg/ml-! para soldados (SILVA et al., 2009; SOUZA et al., 2011 ; PAIVA
etal., 2011).

No entanto a Cramoll 1,2,3 ndo apresentou atividade repelente, como foi visto nos
trabalhos realizados com as lectinas de Microgramma vacciniifolia (MvRL), Myracrodruon
urundeuvabark (MuBL ), das folhas (MuLL) e da casca de Crataeva tapia (CrataBL) (SA et
al., 2008 ; NAPOLEAO et al., 2011; SOUZA et al., 2011; PAIVA et al., 2011; ARAUJO et al.,
2012).

Figura 1: Curva de sobrevivéncia de operarios (A) e soldados (B) submetidos a tratamentos

com diferentes concentrac6es de Cramoll 1,2,3.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830511000692#bib49
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E bem descrito na literatura que lectinas inseticidas tem como caracteristica principal
a resisténcia ao ambiente hostil e protedlise do intestino de insetos. Napoledo et al. (2011),
avaliando o efeito deletério de lectinas de M. urundeuva, sugeriu que seu mecanismo de acdo
termiticida estava relacionada a resisténcia a degradacéo por protease no intestino do inseto. A
lectina de Dioclea violacea (DVL) também mostrou-se resistente a prote6lise por proteases de
intestino médio em até 24 h e foi toxica sobre o desenvolvimento de larvas em Anagasta
kuehniella impedindo o seu desenvolvimento, assim como a lectina da torta de sementes de M.
oleifera (WSMoLC) que apresentou atividade larvicida sobre Aedes aegypti pode estar ligada
a resisténcia da lectina a digestdo. No entanto, Cramoll 1,2,3 ndo apresentou resisténcia a
degradacdo proteolitica causada pelas proteases do intestino dos cupins, pois foi observado
perda completa da atividade hemaglutinante apos a interacéo in vitro com o extrato de intestino

de operarios de N. corniger, como pode ser observado na figura 2.

Figura 2. Atividade hemaglutinante em placa de microtitulagdo, do extrato de intestino de

cupins operarios (a), Cramoll 1,2,3 (b) e mistura de Cramoll e extrato de cupins operarios.

A protedlise da Cramoll 1,2,3 foi constatada por meio da avaliacdo da atividade
proteolitica total do extrato de intestino de operarios utilizando a mesma como substrato. Com
o resultado do teste, observou-se uma atividade proteasica especifica de 9,96 U/mg e, com isso,
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sugere-se que Cramoll 1,2,3 foi hidrolisada por enzimas hidroliticas presentes no intestino
desses insetos. Com base no exposto, a atividade termiticida pode estar relacionada a liberacéo
de peptideos bioativos pela hidrélise da Cramoll 1,2,3 e ndo pela acdo da proteina intacta.

Os peptideos resultantes foram avaliados quanto a atividade contra as enzimas
digestivas de operarios de N. corniger. Foi observado que houve interagdo com todas as
glicohidrolases testadas, provocando um pequeno aumento na atividade de exoglucanase (8%)
e endoglucanase (8%) e pequena inibicdo da amilase (14%) e xilanase (11%), bem como, houve
inibicdo da atividade de tripsin-like em 56,7% (Tabela 1). Esses resultados evidenciam que
Cramoll 1,2,3, ao sofrer protedlise no intestino de cupins, libera peptideos que agem
estimulando ou inibindo enzimas digestivas e causando um desajuste metabdlico.

Diversos estudos tém reportado o uso de lectinas na indugcdo de mortalidade em
insetos. Napoledo et al (2013) que o gorgulho do milho (Sitophilus zeamays) foi sensivel ao
tratamento com lectina da folha de Myracrodruon urundeuva. Foi observada uma significativa
reducdo na atividade de diversas enzimas digestivas desses insetos, tais como a tripsina,
fosfatases alcalinas, amilase e endo e exoglucanases.

Albuquerque et al (2012) observaram que a lectina termiticida do rizoma
Microgramma vacciniifolia (MvRL) estimulou a atividade de endoglucanase em operarios de
N. Corniger e reduziu a atividade de tripsina de operarios e B-glicosidase em ambas as castas
analisadas (operérios e soldados). No entanto, ndo foi observada alteracdo nas atividades de
exoglucanases e amilases. Além disso, a lectina de Dioclea violacea, (DVL) diminuiu as
atividades enzimaticas de tripsina e quimotripsina-like em 27 e 29 % , respectivamente, e
também reduziu a atividade de a-amilase (OLIVEIRA et al., 2015).

Resultados similares foram observados por Oliveira et al (2017), o qual testou a lectina
WSMoL (Water Soluble Moringa oleifera Lectin) contra as enzimas digestivas de larvas de
Anagasta Kuehniella. A lectina foi capaz de reduzir a atividade de glicosidases, amilase e
tripsina em comparagéo ao grupo controle. WSMoL. (Water Soluble Moringa oleifera Cake
Lectin) foi avaliada quanto a sua capacidade de modular a atividade de enzimas digestivas de
Aedes aegypti e foi observado que a lectina foi capaz de aumentar as atividades de protease e
amilase, ao passo que a atividade de tripsina foi reduzida (Oliveira et al, 2016).

Lima et al (2018) observaram que a lectina de folha de Myracrodruon urundeuva
(MuLL) modulou a atividade de enzimas digestivas de térmitas da espécie Nasutitermes
corniger. A lectina da casca de M. urundeuva (MuBL) foi capaz de inibir a atividade de
exoglucanase, enquanto MuLL promoveu o aumento da atividade da mesma enzima. Nesse

estudo, a atividade de exoglucanase foi estimulada pelos peptideos liberados, enquanto que a



70

atividade de tripsina foi reduzida em mais de 50%. Tais resultados estéo de acordo com o estudo
realizado por Lima et al (2018), onde foi observada uma significativa reducao na atividade de
tripsina devido a interacdo da enzima com MuLL e MuBL.

Estudos que objetivam a relacao entre peptideos de proteinas vegetais hidrolisadas e seu
efeito sobre as atividades das enzimas digestivas ainda sdo escassos. Siow & Gan (2016)
relataram o efeito inibitorio de trés peptideos de semente de cominho sobre a atividade da o-
amilase. Além disso, Evaristus et al (2018) extrairam e identificaram peptideos de Nephellium
lappacheum e Nephelium mutabile, dos quais as proteinas ja teriam sido previamente
hidrolisadas. Os autores observaram que esses peptideos também eram capazes de inibir a
atividade da a-amilase. Infelizmente, nenhum dos estudos acima foi realizado usando enzimas
de insetos.

Esses resultados corroboraram com a hipdtese de que a mortalidade induzida por
Cramoll 1,2,3 contra N. corniger seja devida a interacdo de peptideos liberados pela hidrolise
de Cramoll com as enzimas digestivas presentes no intestino médio do inseto. Como néo foi
observada atividade hemaglutinante ap0s a incubacdo de Cramoll 1,2,3 com o extrato de cupim,
podemos concluir que o responsavel pela mortalidade ndo € a proteina na sua estrutura nativa,

mas podem ser 0s peptideos bioativos liberados pela Cramoll 1,2,3 hidrolisada.

Tabela 1: Efeitos dos peptideos de Cramoll 1,2,3 nas enzimas digestivas de operarios de N.

corniger
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100% Cramoll 1,2,3 +  9%estimulacao

enzimatico? Enzima? (+)
%lnibicdo

¢
Glicohidrolases: Exoglicanase (U/mg) 1,548+0,022 1,666+0,053* (+) 7,57+2,1
Endoglicanase (U/mg)  2,635+0,042  2,833+0,115* (+)7,5243,8
Amilase (U/mg) 2,255+0,040  1,935%0,073* (-)14,1+4,6
Xilanase (U/mg) 2,270+0,030  2,025+0,069* (-)10,7£3,6

Proteases:

Tripsina (MU/mg) 0,031:0,003  0,014+0,004* (-)56,746,03

80s valores correspondem 4 atividade enzimatica especifica, que foi calculada pela razdo entre o nimero de

unidade enzimaticas e a quantidade total de proteinas utilizada no ensaio (mg). * Foi realizada analise estatistica

usando o teste-tStudent o que indica que houve diferenca significativa entre tratados e controle com p < 0.05.

4 CONCLUSOES
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De acordo com os resultados obtidos, pode —se concluir que Cramoll 1,2,3 néo foi
resistente & degradacdo proteolitica no intestino dos cupins, porém os peptideos resultantes
apresentaram atividade termiticida. O pool de peptideos apresentou capacidade de interagir com

as enzimas digestivas de N. corniger, podendo ser esse um dos mecanismos de acao inseticida.
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5 ARTIGO 3
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1 INTRODUCAO

Cratyllia mollis, popularmente conhecida como feijdo camaratu, ¢ uma planta
pertencente a familia Fabaceaee nativa do bioma Caatinga (FIGUEIROA et al., 2017;
OLIVEIRA et al.,2018). As lectinas sdo proteinas com capacidade de reconhecer e ligar
reversivelmente a carboidratos ou estruturas glicosidicas complexas e possuem diversas
atividades biologicas (BRITO et al., 2017; COELHO et al., 2017). As sementes de C. mollis
contém quatro isoformas de lectinas que sao chamadas de Cramoll 1,2,3 e 4. As isoformas 1, 2
e 4 sdo glicose/mannose especificas enquanto que Cramoll 3 ¢é especifica para galactose. Elas
podem ser purificadas do extrato através de precipitagdo com sulfato de amonio seguida por
algumas etapas de cromatografia. A preparagdo de Cramoll 1,4 ¢ obtida a partir da fragdo
precipitada 40-60% de sulfato de amonio submetida a uma cromatografia de afinidade; as
isoformas 1 e 4 podem ser separadas por cromatografia de troca idnica. Cramoll 2 foi isolada
dessa mesma fragao precipitada apds ser submetida a uma cromatografia de exclusao molecular.
A Cramoll 3 foi purificada do precipitado 0-40% através de uma cromatografia de troca idnica
(Paiva and Coelho, 1992; Correia and Coelho, 1995). De modo alternativo, a preparagdo
contendo as isoformas 1, 2, e 3 (Cramoll 1,2,3), pode ser obtida usando o sobrenadante
resultante do fracionamento 0-60% de sulfato de amdnio seguida de cromatografia em gel
filtracdo (Napoledo et al., 2013). As isoformas de Cramoll apresentam diversas propriedades
bioldgicas como atividade mitogénica, atividade antiinflamatoria, anti helmintica, no
tratamento de feridas cutaneas e atividade inseticida (MELO et al., 2011; MELO et al., 2011a;
OLIVEIRA et al., 2018) .

Nas plantas, as lectinas participam de diversas atividades como defesa contra
fitopatogenos, atividades antifingica, antimicrobiano, inseticida e antiviral (LIMA et al., 2016;
LACERDA etal., 2017, MARQUES etal ., 2017; SILVA etal ., 2018). A acdo antimicrobiana
das lectinas ¢ bem conhecida e estudos mostram que esta atividade esta relacionada com a sua
capacidade de interagir com carboidratos na superficie das células dos microorganismos
(GOMES et al., 2013). Em bactérias essa interagdo se da por meio de componentes da parede
celular, tais como N- acetilglucosamina, 4cido N-acetilmurdmico (MurNAc), tetrapeptideos
ligados a MurNAc e lipopolissacarideos (GOMES et al., 2013; CARVALHO et al., 2015).
Enquanto que em atividades antifiingicas, as lectinas podem afetar o crescimento e germinacao
de fungos, o que pode estar ligado a perturbacao na sintese de quitina ou interagao com outros
polissacarideos presentes na parede celular (SANTOS et al., 2012; ALBUQUERQUE et al.,
2014; PROCOPIO et al., 2018). Varios estudos relatam o potencial antimicrobiano de lectinas
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de plantas; Procdpio e colaboradores (2017), demonstraram a atividade antimicrobiana contra
as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus saprophyticcus e contra
os fungos Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei e Candida parapsilosis da
lectina do foliolos de folhas de Calliandra surinamenus (Casul); PgTel, lectina encontrada no
suco de Punica granatum demonstrou atividades antiflingicas contra os fungos Candida
albicans ¢ Candida krusei (SILVA et al., 2018), assim como a lunatina, uma lectina de sementes
comestiveis de Phaseolus lunatis billb, que também apresentou ser um potente antifingico
contra varias espécies de fungos como Sclerotium rolfsii, Physalospora piricola, Fusarium
oxysporum e Botrytis cinerea (ALBUQUERQUE et al., 2014; WU et al., 2016).

Proteases constituem um grande grupo de enzimas que catalisam a hidrolise de ligagdes
peptidicas gerando peptideos, representando um dos mais importantes grupos de enzimas
comerciais e industriais (AGUILAR & SATO et al., 2018; SUN et al., 2018; SILVA et al.,
2017). Essas enzimas podem ser utilizadas em diferentes processos industriais tais como em
aplicagdes farmacéuticas, atuando em formulagdes como auxiliares digestivos, combinagdes
com antibioticos e para tratamentos de lesdes(BRANDELLI et al., 2010); na industria de
alimentos, na produgdo de laticinios, massas, producao de molhos, para amaciar carnes ena
producao de hidrolisados protéicos (TAVANO, 2013; MO et al., 2016; SUN, et al., 2018) e no
processamento do couro (KANTH et al., 2009).

As proteases derivadas de plantas apresentam um caminho promissor nas industrias de
alimentos, biotecnologia e aplicagdes farmacéuticas devido a sua ampla especificidade de
substrato, boa solubilidade e atividade em uma ampla faixa de pH e temperatura. Com todas
essas possibilidades de atuacdo de enzimas derivadas de plantas, a purificagdo de proteases a
partir de uma variedade de plantas tornam-se cada vez mais importante (ALICI et al., 2018;
MUTHU et al., 2017).

As atividades antimicrobianas das proteases podem ser observadas em trabalhos
realizados por Muthu et al. (2017), onde proteases purificada a partir das folhas de Wrightia
tinctoria e do caule de Cissus quadrangularis mostraram possuir uma alta atividade contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas (MUTHU et al., 2017; MUTHU et al., 2017a).

O objetivo do presente trabalho foi avaliaro potencial uso de Cramoll 1, 2 e 3 e proteases

de semente de C. mollis como agentes antimicrobianos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL

As sementes de C. mollis foram coletadas na cidade de Ibimirim, Estado de Pernambuco,
no Nordeste do Brasil. Essas sementes foram colocadas para secagem a temperatura de 26°C.
Apo6s devidamente secas, foi confeccionada uma farinha das sementes com utilizacdo de um
multiprocessador e em seguida a farinha foi armazenada em um freezer a temperatura de +/-

20°C.

2.2 EXTRATO BRUTO

O extrato proteico na propor¢cdo 10% (peso/volume) foi obtido através da
homogeneizagdo da farinha de sementes de C. mollis em Cloreto de S6dio 0,15 M, durante 16
horas, na temperatura de +/-26°C. O extrato entdo foi submetido a um processo de centrifugacao
a 9.000g por 15 minutos. Apos esse processo a por¢ao precipitada do extrato foi descartada e o
sobrenadante correspondeu ao extrato bruto. A por¢ado total de proteinas foi mensurada a partir
do método de Lowry et al. (1951) utilizando a albumina sérica bovina como padrio. O extrato

foi avaliado quanto & presenca de lectinas (ver sec¢do 2.5) e proteases (ver seccao 2.7).

2.3 FRACIONAMENTO SALINO

O extrato bruto foi submetido ao fracionamento com sulfato de aménio (GREEN &
HUGHES, 1955), para obter-se preparagdes fracionadas ricas em lectinas e proteases. As
fracdes sobrenadantese precipitadasobtidas foram dialisadas durante 4 horas contra agua
destilada para a retirada do sal. Todas as fra¢cdes foram analisadas quanto a concentragdo de
proteinas (Lowry et al., 1951), a presenca de lectinas (ver seccdo 2.5) e proteases (ver sec¢ao
2.7). A preparagdo sobrenadante saturada em 60% (FS60) mostrou ser ricas em lectinas
(Cramoll 1, 2 e 3), e a preparacdao precipitada saturada em 80% (FP80) mostrou conter

proteases.
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2.4 OBTENCAO DA PREPARACAO CRAMOLL 1,2,3

Para a obtencdo da Cramoll 1,2,3 foi utilizadoFS60(50 mg de proteina) que foi aplicado
em coluna Sephadex G-100 (6,0 x 1,6 cm) previamente equilibrada (fluxo de 36 mL/h) com
NaCl 0,15 M. A fracdo de proteinas ndo-adsorvidas e adsorvidas foram coletadas e avaliadas

quanto & presenca de lectinas.

2.5 ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A determinacdo da atividade hemaglutinante de Cramoll 1,2,3 foi realizada de acordo
com Paiva e Coelho (1992), utilizando uma suspensao (2,5% v/v) de eritrocitos de coelho
tratados com glutaraldeido (Bing et al., 1967). A amostra (50 pL) foi diluida duas vezes em
NaCl 0,15 M em uma fileira de microplaca de 96 pogos e depois foram adicionados a cada pogo
50 puL da suspensdo de eritrocitos. Um controle negativo também foi realizado. O nimero de
unidades de atividade hemaglutinante foi determinado como o inverso da maior dilui¢do da
amostra que promoveu a aglutinacdo completa de eritrocitos e a atividade hemaglutinante
especifica foi definida como a relagdo entre as unidades de atividade hemaglutinante e a

concentragdo de proteina (mg/mL).

2.6 PURIFICACAO DAS PROTEASES DE SEMENTES DE CRATYLIA MOLLIS

Para a obteng¢do da protease foi utilizada a fracdo salina precipitada com 80% de sulfato
de amodnio (FP80). Esta fracdo foi submetida a dialise contra agua destilada e contra tampao
Tris-HC1 0,1 M pH 8,0 durante 4 horas. Logo apods, 3ml da solucdo FP80 fracionada e dialisada,
foi submetida a uma matriz cromatografica de DEAE-sephadex confeccionada em um suporte
de 10ml e equilibrada com tampao Tris-HCI pH 8,0 a 0,1 M. A fra¢do ndo adsorvida 4 matriz
(pl) foi eluida com o tampao de equilibrio e a fragdo adsorvida (p2) foi eluida com solucao de
NaCl 1,0 M em Tris-HCl pH 8,0. A leitura dos picos coletados foi realizada em
espectrofotometro em um comprimento de onda de 280nm. Apds a leitura os picos coletados
foramdialisados contra 4gua destilada, quantificados quanto a concentracdo de proteinas
(Lowry et al., 1951) e avaliados quanto a presenca de atividade proteolitica total (Azeez et al.,

2007).
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2.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA TOTAL

A atividade proteolitica foi determinada através da utilizacdo da azocaseina como
substrato para a reagao através do método de Azeez et al. (2007). Extrato bruto e fragdes salinas
sobrenadantes (FS80) e precipitadas (FP80), foram analisadas quanto & presenga de proteases.
A amostra foi misturada a fosfato de sodio pH 7,5 a 0,1 M, contendo azocaseina 0,6% (m/v). A
mistura foi suplementada com triton X-100 0,1% (v/v) e foi encubada a 37°C durante 3h. A
parada da reagdo foi realizada através da adigdo de 4acido tricoloacético 10% (v/v),
posteriormente, a amostra foi incubada a 4°C por 30 minutos, centrifugadas a 9.000g durante
10 minutos e entdo foi determinada a absorbancia do sobrenadante em espectrofotometro a

366nm.

2.8 ELETROFORESE SDS-PAGE

A homogeneidade da amostra ao longo do processo de purificacdo foi avaliada por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), contendo sulfato de dodecila (SDS) de acordo
com Laemmli (1970). Amostras (200 pg de proteinas) de extrato bruto, fracdo precipitada a
80% (FP80), fracdo ndo-adsorvida(pl) e adsorvida (p2) a DEAE-celulose numa concentragao

de foram submetidas a eletroforese em um gel de acrilamida a 12%.

2.9 ELETROFORESE NATIVA BASICA

Para analise da presenca de Cramoll 1, 2 e 3, FS60 e fracdo de proteinas adsorvidas e
ndo-adsorvidas & sephadex G-100, foram submetidas a uma eletroforese em condi¢6es nativas
para da proteina basicas através do método descrito por Reisfelet al. (1962), a identificacdo das
bandas polipeptidicas foi realizada através de coloracdo com negro de amido em &cido acético
10%.

2.10 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES MINIMA INIBITORIA (CMI),
BACTERICIDA (CMB) E FUNGICIDA

Cramoll 1,2,3 e a protease foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana contra
bactérias e fungos patogénicos humanos. As bactérias testadas foram Escherichia coli ATCC-

25922, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus ATCC-6538
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obtidas da cole¢do de culturas (WDCM114) do Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco. Os fungos testados foram Candida albicans (URM 5901), Candida
glabrata (URM 4246), Candida krusei (URM 6391) e Candida tropicalis (URM 6551) obtidos
da coleg¢ao de culturas da Universidade do Recife Micologia (URM) do Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. A concentragdo minima inibitoria (CMI)
foi determinada de acordo com o ensaio de microtitulagdo proposto pelo Instituto de Normas

Laboratoriais e Clinicas (CLSI - Clinical and Laboratory Standards, 2012). As bactérias foram

cultivadas em Caldo Mueller Hinton (MHB) a 37 > C e os fungos em Caldo Sabouraud Dextrose

(SDB) a 28°C, overnight, sob agitacio. A densidade dos ino6culos foi ajustada

turbidimetricamente em comprimento de onda de 600 nm a 3x10°CFU/mL. Cada ensaio
correspondeu a uma linha de uma microplaca de 96 pocos de fundo chato (TPP Techno Plastic
Products AG, Suiga). Primeiro, 80 uL de agua destilada foram adicionados ao segundo e do
quinto ao décimo segundo poco. Em seguida, foram adicionados 80 pL da amostra ao quarto e
quinto pogo a partir do qual foi diluida seriadamente até o décimo segundo pogo. Os
antibidticos ampicilina, tetraciclina e fluconazol foram usados como controles positivos no
terceiro pogo. Posteriormente, 40 ul do meio MHB ou SDB foram adicionados em todos os
pocos, exceto no primeiro, que foi preenchido com 200 pl do meio de cultura, correspondendo
ao controle de esterilidade. Finalmente, a suspensao bacteriana foi adicionada do segundo até
o ultimo poco da fileira. O segundo poco (que contém microrganismos na auséncia da amostra)
correspondeu ao controle de crescimento de 100%. As placas foram incubadas a 37°C
(bactérias) ou 28°C (fungos) e a densidade Optica foi medida no tempo zero e apos 24 h de
incubagao usando um leitor de microplacas. O CMIso correspondeu a menor concentragdo da
amostra capaz de promover a redugdo de >50%, na densidade Optica, em comparagdo ao
controle de crescimento 100%. Cada ensaio foi realizado em triplicata e trés experimentos
independentes foram realizados. Para determinar a concentracdo minima bactericida (CMB) ou
fungicida (CMF), o sobrenadante (10 puL) de cada pogo, onde a inibi¢do do crescimento foi
maior ou igual a 50%, foi transferido para placas de petri contendo meio Agar Mueller Hinton
ou Agar Sabouraud-Dextrose, ¢ incubadas por 24 h. Foi determinado o CMB ou CMF,
correspondente a menor concentragdo das amostras capazes de reduzir o nimero de UFC em
99,9% em comparagdao com o inoculo inicial. Cada ensaio foi realizado em triplicado em trés

experiéncias independentes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Cramoll 1,2,3 foi purificada de acordo com o protocolo estabelecido anteriormente
(NAPOLEAO et al., 2013). A lectina apresentou AH especifica de 32,8 assegurando a
propriedade ligadora a carboidratos, tornando-as aptas para 0s ensaios antimicrobianos. Os
resultados dos ensaios antifungicos revelaram que a Cramoll 1,2,3 foi capaz de inibir o
crescimento de C. albicans, C. tropicallis e C. krusei com MIC de 100, 200 e 400ug/mL,
respectivamente, mas ndo apresentou nenhuma atividade para C. glabrata (Tabela 1). Diversos
estudos relatam a atividade antifangica de lectinas de plantas. Por exemplo, a Lunatina - lectina
purificada de sementes comestiveis de Phaseolus lunatus, exerceu uma forte atividade
antifungica contra uma variedade de espécies de fungos, inibindo o crescimento de Sclerotium
rolfsii, Physalospora piricola, Fusarium oxysporum e Botrytis cinerea, (WU et al., 2016);
lectinas das sementes de Archidendron jiringa apresentaram atividades antifingicas contra
Colletotrichum cassiicola e Candida albicans nas concentra¢cdes minimas inibitorias de 10ug /
mL e 56,7 pug / mL, respectivamente (CHARUNGCHITRAK et al., 2011); PgTel, lectina
encontrada no suco de Punica granatum, inibiu o crescimento de Candida albicans e C. krusei
com MICso de 25,0 e 12,5 ng / mL, respectivamente. PgTel também induziu a morte celular de
ambas as espécies, com valores de MFC de 50,0 ug / mL (C. albicans) e 12,5 pg / mL (C.
krusei) (SILVA et al, 2018); Lectinas isoladas do foliolo da folha de Calliandra
surinamensis,Casul, apresentou atividade antifingica contra C. krusei causando alteragdes na
morfologia celular e danos a parede celular apresentando MIC de 125 pg / ml (PROCOPIO et
al., 2018). A inibi¢do do crescimento flingico pela agdo das lectinas, parece ser devido a inibigao
da germinagdo de esporos, bem como o crescimento do micélio. De acordo com Cordeiro et al.,
(2006) as lectinas vegetais sdo ativas contra fungos porque podem reconhecer e imobilizar os
microorganismos através da ligagdo a componentes de carboidratos, e assim, impedem o seu
crescimento e multiplicacdo subseqiientes, no entanto, o exato mecanismo de a¢cdo ainda nao
foi identificado, mas uma alteragdo na parede celular fingica causada por alteragdes na sintese
de quitina pode causar uma deficiéncia na deposicao da parede celular (GOMES et al., 2012).
No entanto a Cramoll 1,2,3 ndo apresentou atividade antibacteriana. Resultado semelhante foi
observado em um trabalho apresentado com a lectina de sementes de A. jiringa para as
bacteérias E. coli e P. auroginosa (CHARUNGCHITRAK et al., 2011).
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Tabela 1. Concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentragcdo minima fungicida (CMF) da
lectina de sementes de Cratylia mollis, Cramoll 1,2,3.

Fungos Cramoll 1,2,3

CMI CMB
Candida albicans 100 ND
Candida tropicalis 200 ND
Candida krusei 400 ND
candida glabrata ND ND

CMI e CMF s&o valores expressos em ug / mL. ND: Nao detectado.

O extrato de sementes (EB) de C. mollis apresentou atividade proteolitica total
especifica de 40,5 U/mg (Tabela 2). O fracionamento salino com sulfato de aménio purificou
parcialmente essas proteases na fracdo precipitada 80% (FP80) com atividade proteolitica
especifica de 133,0 U/mg. A cromatografia em DEAE-sephadex de FP80 (Figura 1A) foi
eficiente em separar as proteases resultando em um pico nao adsorvido, chamado de p1, com
atividade proteolitica especifica de 236 U/mg e fator de purificacdo igual a 5,8 enquanto o pico
adsorvido & matriz, chamado de p2 ndo apresentou atividade proteolitica. O pool de proteases
pl foi denominado CmSP (do inglés Cratylia mollis Seeds Proteases). O SDS-PAGE mostrou
a presenca de varias bandas polipeptidicas, revelando a heterogeneidade da amostra com

proteinas de massas moleculares aproximadas de 40 a 60 kDa (Fig. 3B).
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Tabela 2: Purificagdo da protease de sementes de Cratylia mollis.

Amostra Proteina (mg/mL) AP APE (U/mg) PF
Extrato Bruto 6,2 50,3 40,5 1
Fracéo 5,6 149,5 133 3,2

Precipitada 80%

Pico Proteina 4.4 208,5 236 5,8

AP = Atividade protease total; APE = Atividade proteolitica especifica que corresponde a raz&o entre a atividade
proteolitica (U) e concentragdo de proteinas (mg); FP = fator de purificacéo,corresponde & razdo da atividade
proteolitica especifica de cada amostra com a do extrato de sementes. *Uma unidade de atividade de protease foi

definida como a quantidade de enzima que promove um aumento de 0,01 de absorbéncia

Figura 1: A) Cromatograma de fracdo precipitada 0-80% (FP80) de sementes de Cratylia mollis,
em matriz de troca ibnica DEAE-sephadex equilibrada em tampédo Tris-HCI 0,1M pH 8,0. O
conjunto de proteinas ndo-adsorvidas foi eluido com Tris-HCI 0,1M pH 8,0 (p1) e as proteinas que
aderiram & resina foram eluidas com NaCl 1,0 M em Tris-HCI 0,1M pH 8,0 (p2). B) Eletroforese
SDS-PAGE 12%, do extrato bruto de sementes de C. mollis, fragdo precipitada 0-80% (FP80) e do
pool de proteases CmSP.

A B

Padrio Extrato  FP0-80% CmSP

P1

NaCl1,0Mem TrisHCl pH8.0

ABS 280
=Y
1
TrisHCL 0,1 MpH 8,0
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Os resultados dos ensaios antimicrobianos revelaram que CmSP apresentou atividade
antifungica e antibacteriana, sendo capazes de inibir o crescimento dos fungos C. albicans, C.
tropicallis, C. krusei e C. glabrata com MIC de 110, 110, 55 e 400 pg / mL. CmSP também
induziram a morte de todas as espécies de fungos com valores de CMF de 220, 110, 220 e 1760
pug / mL (Tabela 2).

Quanto aos ensaios antimicrobianos, CmSP inibiu o crescimento de todas as bactérias
testadas com valores de CMI de 55, 880, 110 e 1760 ug / mL para as bactérias Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente. No
entanto, a protease foi bactericida apenas para a E. coli apresentando o CMB no valor de 440
ug / mL (Tabela 3).

Tabela 3. Concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo minima fungicida (CMF) da
protease de sementes de Cratylia mollis.

Protease (CmSP)
Fungos CMI CMB
Candida albicans 110 220
Candida tropicalis 110 110
Candida krusei 55 220
Candida glabrata 440 1760

CMI e CMF séo valores expressos em pg / mL. ND: Nao detectado

Diversas substancias naturais como proteinas, proteases e outras classes de enzimas
como quitinase séo isolados e apresentam varias atividades biologicas, entre elas, a atividade
antifangica que desempenham um papel importante contra fungos patogénicos. Ainda sao
poucos os trabalhos envolvendo o potencial antimicrobiano de proteases vegetais, entretanto,
existem estudos que relatam atividades de outras substancias naturais , como exemplo, uma

protease aspartica recombinante (rP6281), secretada pelo fungo Trichoderma harzianum e
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expressa em Pichia pastorisque mostrou possuir atividade antifungica inibindo o crescimento
de B. cinerea em 57,3%, de Mucor circinelloides em 30,9%, Aspergillus flavus em 26,1%, e
Aspergillus fumigates 27,2%. Algumas proteinas de sementes apresentaram atividades contra
fungos, como as de sementes de Prosopis cineraria (P2C2) e de sementes de Sesbania virgata
(FP1-A); a P2C2 foi antifingica para Lasiodiplodia theobromae e Aspergillus fumigates e FP1-
A inibiu o crescimento em até 30% dos fungos filamentosos Aspergillus niger, Cladosporium
cladosporioides, Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium solani (PRAXEDES et al., 2011,
DENG et al., 2018; SOLANKI et al.,, 2018). Outras enzimas também mostraram-se
antimicrobianas; uma enzima quitinase (TDSC) purificada a partir de sementes de
Trichosanthes dioica mostrou atividade antifingica contra Aspergillus niger e Trichoderma sp
(KABIR et al., 2016); a quitinase purificada da péra "Baozhu” também demonstrou uma alta
atividade antifungica contra Fusarium oxysporum, Fusarium Solani, Rhizoctonia solani e
Trichoderma viride (HAN et al., 2016);assim como uma lisozima isolada do feijdo canadense
Phaseolus vulgaris apresentou propriedades antifungicas inibindo o crescimento dos fungos
Alternaria alternata (Fr.) Keissl, Pythium aphanidermatum, Fusarium oxysporum e Botrytis
cinerea (WANG et al., 2012).

Tabela 4. Concentragcdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB)
da protease de sementes de Cratylia mollis.

Protease (CmSP)
Bactérias CMI CMB
Staphylococcus aureus 55 ND
Micrococcus luteus 880 ND
Escherichia coli 110 440
Pseudomonas aeruginosa 1760 ND

CMI e CMB sdo valores expressos em pg / mL. ND: Nao detectado.
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Em trabalhos realizados por Muthu et al., (2017), verificaram que a protease purificada
a partir das folhas de Wrightia tinctoria e a partir do caule Cissus quadrangularis demonstraram
uma alta atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Bactérias Gram-negativas;
bem como, uma protease obtida apartir do caule Cissus quadrangularis demonstrou uma alta
atividade antibacteriana contra bactérias patogénicas. Em um outro trabalho realizado com uma
protease purificada a partir de plantulas de Bauhinia purpurea, foi observado que a mesma
exibiu atividade antibacteriana contra Bacillus cereus e Escherichia coli e apresentou 0 MIC
de 13 ug / ml e 15 pg / ml, respectivamente (MUTHU & PALANI, 2016). Anjos et al. (2016)
analisando as enzimas proteoliticas derivadas do mamao e do abacaxi, a papaina e a bromelina
contras as bactérias Alicyclobacillus spp, observaram que as mesmas inibiram o crescimento de
A. acidoterrestris, apresentando MIC para a papaina de 0,98 pg/ mL e MBC de 3.91ug / mL
e bromelina MIC de 62,5 ug / mL e MBC de 250 pg / mL. Uma Endopeptidase Cisteina
Degradante de Vitelina (VTDCE), enzima que esta envolvida na degradacéo de vitelinas (VTSs)
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus inibiu significativamente o crescimento de
Staphylococcus epidermidis(OLDIGES et al., 2012). Tem sido sugerido que essas atividades
ocorrem devido ao rompimento das membranas bacterianas pelas proteases. Com o0 rompimento
da parede e membrana celular bacteriana, ocorre também um desequilibrio que abre caminho
para o vazamento do contetdo citoplasmatico levando a morte celular (SIRITAPETAWEE et
al., 2012).
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4 CONCLUSAO

A lectina Cramoll 1,2,3, purificada das sementes de C. mollis, é um agente antifingico
contra C. albicans C. krusei e C. tropicalis. A preparacdo rica em proteases CmSP também
isolada das sementes de C. mollis, mostrou atividades fungicidas contra C. albicans C. krusei,
C. tropicalis e C. glabrata, efeitos bacteriostaticos contra as bactérias S. aureus, M. luteus, E.
coli e P. aeruginosa e bactericida contra E. coli. O presente trabalho reforca a Cramoll 1,2,3 e
a CmSP como moléculas que podem estar associada as bioatividades e estimula trabalhos

adicionais para compreender melhor o mecanismo de acao destas biomoléculas.
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6 CONCLUSAO GERAL

As sementes de Cratylia mollis mostraram-se ricas em lectinas e proteases. Do extrato
salino, por meio de fracionamento salino e cromatografia, foi obtido uma preparacédo rica em
lectina, chamadas de Cramoll 1, 2 e 3, e preparacdo rica em proteases chamada de CmSP.
Cramoll 1, 2, 3 exerceu atividade acaricida contra adultos e ovicida contra a espécie praga T.
bastosi e reduziu a taxa de crescimento da populacdo. Apresentou efeito termiticida contra
cupins da espécie N. corniger porém mostrou-se nao ser resistente a degradacéo proteolitica no
intestino dos cupins operéarios. Esses resultados apontam para um efeito termiticida causado
ndo pela Cramoll 1, 2, 3 e sim pelos peptideos resultantes da protedlise. O pool de peptideos
apresentou capacidade de interagir com as enzimas digestivas de N. corniger, podendo ser esse
um dos mecanismos de acdo inseticida. Cramoll 1,2,3, demonstrou propriedades antifungicas
contra C. Albicans, C. krusei e C. Tropicalis, inibindo o crescimento dos mesmos. CmSP
apresentou atividades antimicrobianas, demonstrando atividades fungicidas contra C. albicans
C. krusei, C. tropicalis e C. Glabrata e efeitos bacteriostaticos contra as bactérias S. aureus, M.

luteus, E. coli e P. aeruginosa e bactericida contra E. coli.
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