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Sumario: O presente trabalho relata a investigacdo denkecthos extratos salinos de
folnas de Borreria verticillata, objetivando avaliar a atividade inseticida dadrae
salino, da frac&o proteica e da lectina isola@gtihas foram detectadas em folhas de B.
Verticillata, a partir da realizacdo de atividatiesnaglutinantes (AH) com o extrato das
mesmas. Foram produzidos varios extratos, comedifes horas de extracdo, sendo o
extrato EQ, selecionado por que apresentou melhor AHE (5Efi)récitos de coelho
foram selecionados para as AH devido a facilidaglelitencdo e menor risco em sua
manipulacdo. O extrato salino (ffSoi submetido ao fracionamento com diferentes
saturacdes de sulfato de aménio, visando a puyé#aarcial das proteinas presentes.
Foi selecionada a melhor fracédo, que neste casespande a 20-40% (denominada)PF
por apresentanaior AHE (3.561). Em seguida a H6i submetido a dialise branda para
a retirada do sal. A AH de PFoi parcialmente inibida por N-acetilglicosaming&as
glicoproteinas fetuina, ovoalbumina, tireoglobulimaazocaseina. A inibicdo com N-
acetilglicosamina é um indicativo para purificagiolectina através de cromatografia de
afinidade em colunas de quitina e de Agarose-Niglebsamina o que estimulou a
purificacdo da lectina através de cromatografiaafieidade em colunas de quitina.
Extrato salino, Pfe PIl (lectina isolada), apresentaram atividadélagica, reduzindo

o crescimento de espécies de Fusarium e efeitbagteriano sobre a maioria das
bactérias testadas (Gram-positivas e Gram-negati@asontato com o ESa Pk e a
lectina da B. verticillata em todas as concentracestadas induziram 100% de
mortalidade dos operarios e soldados Masutitermes corniger, depois de um
determinado intervalo de tempo, antes do contre¢gativo.
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INTRODUCAO

A atividade inseticida de lectinas é geralmenteliada através de bioensaios que
incorporam a lectina em dietas artificiais oferasichos insetos, 0os quais morrem por
privacdo nutricional. Os mecanismos exatos envodvitb efeito entomotoxico ainda néo
sdo totalmente conhecidos. Tem sido demonstrado agudectinas inseticidas sao
resistentes a proteases presentes no trato digektiinseto. No entanto, estudos apontam
possiveis interacdes envolvidas: ligacdo da ledirgliconjugados expostos nas células
superficiais do epitélio intestinal; ligacdo datiea a quitina presente na membrana
peritréfica, e interacdo com enzimas glicosiladadrato digestivo (PEUMANS e VAN
DAMME, 1995; SA et al., 2009). Lectinas podem crua&barreira do epitélio intestinal
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por transcitose, entrando no sistema circulatonieselltando em agéo toxica, interagindo
com compostos presentes na hemolinfa (FITCHES .et28D8). Planta graminea da
espécieZeamays L., o milho, € um cereal de alto teor nutritivo ardtio ha muitos séculos
(GALLO et al., 2002). A espécieStophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae),
conhecida como gorgulho do milho, € uma das suasipais pragas (GALLCet al.,
2002), o que dificulta muito 0 seu armazenamen®nfadeiras estdo entre os produtos
naturais de maior importancia e tém sido bastamf@omdas em paises tropicais
(PRIMACK & RODRIGUES, 2001). Algumas espécies deping, incluindo a
Nasutitermes corniger (Isoptera, Termitidae), sdo capazes de invadimbiente urbano e
atacar madeiras dos mais diversos tipos que aknsentrem (PAESt al., 2007).
Segundo estimativas, o dano causado por cupin®ale§0 bilhdes de dblares em todo o
mundo em 2005 (KORB, 2007). As lectinas sdo pratigue interagem seletiva e
reversivelmente com monossacarideos e glicoconsgddlS & SHARON, 1986),
comumente extraidas de folhas, sementes e entascdscvegetais. Como afirma Van
Dammeet al (1998), em funcdo de sua especificidade, asnésc apresentam varias
propriedades biolégicas, como inseticidas, antiitagy antimicrobianas e antitumorais.
Assim como os metabdlitos secundérios, possui stgeaplicacbes, como na fitoterapia,
na industria de cosméticos, de alimentos e denegmentos (PLETSCH, 1998). A
Borreria Verticillata (Rubiaceae), também conhecida como cordao-de;fradesoura-
botdo, vassourinha, etc. € uma Erva de muitos rafolbss ovais ou em forma de lanca,
flores pequenas e brancas (VIEIRA et al., 199%ta Espécie ocorre em todo territorio do
Brasil e é geralmente usada na medicina tradiciaoaho antipirético e analgésico.
Estudos fitoquimicos desta espécie mostraram aemgasde alcaloides inddlicos e
iridoides, substancias estas, com uma grande gamatividades bioldgicas, entre elas
antidisentérica, anti-hemorroidaria, bactericidarético e expectorante (HEITZMAN et
al, 2005). O presente trabalho avaliou a hipéteseque o extrato das folhas e
Verticillata e a lectina isolada do mesmo, poderiam apresefgdo termiticida frente a
cupins Nasutitermes corniger e inseticida frentgsitaphilus zeamais. Tendo em vista a
necessidade de contribuir para a determinacdo tbngal biotecnologico de plantas do
agreste pernambucano como fonte de compostoscikseti

MATERIAIS E METODOS
Foram submetidos 100g de farinha da folh@8d¥erticillata a extracdo de proteinas em
NaCl 0,15 M, por 4h (E&. A atividade lectinica do ESfoi realizada em placas de
microtitulacdo. Foram colocados 50ul de NaCl 0,1&M cada poco; em seguida, foram
adicionados ao segundo poco 50 ul da amostraavakada. Apdés uma diluicdo seriada,
50ul de eritrocitos de coelhos foram adicionadostedos os pocos e as placas foram
incubadas por 45 minutos. A quantificacdo protéacaealizada de acordo com Lowry et
al. (1951). A purificacao inicial foi realizada coonfracionamento das proteinas de, ES
com (NHy),SO, segundo GREEN & HUGHES (1955). Em seguida, o precdo (PR),
foi submetido a dialise com;B por 2h horas e NaCl 0,15 M por 2h, e posteriotmen
avaliado na presenca de carboidratos e glicopadeiRE foi aplicado em coluna de
quitina, equilibrada com NaCl 0,15 M. O pico proteativo (Pll), denominado Lectina de
B. Verticillata, foi eluido com Acido acético 1,0 M, e submetijadialise com kD (2h)
e NaCl 0,15 M (2h), e liofilizacdo. Em seguid&lafoi submetida a eletroforese em gel
de Poliacrilamida. A atividade termiticida foi alala através de bioensaio baseado no
método de KANG et al. (1990). Cada unidade experiaieconsistiu em uma placa de
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Petri (90 x 15 mm) com o fundo coberto com pagebfiUm disco de papel filtro (4 cm
de diametro) impregnado com 200 pL da amostraadelioi colocado em cada placa. No
controle negativo, os discos foram impregnados ba@l| 0,15 M. Um total de 20 cupins
ativos (16 operarios e 4 soldados) foram transferidara cada placa e o ensaio foi
mantido a 28 °C na escuriddo. A avaliacdo do nunderoinsetos mortos foi feita
diariamente até a morte de todos os insetos. Osen&dins foram realizados em
quintuplicata para cada concentracdo avaliada &as de sobrevivéncia (%) foram
obtidas para cada tratamento. Discos de farinhanfopreparados de acordo com o
método de XIE et al. (1995). Para cada bioensaioa @aliquota da solucdo-estoque
(extrato, fracdo e preparacao da proteina isoffadadicionada a uma mistura constituida
por 2,0 g de farinha de trigo e o volume foi cortgde para 5 mL utilizando agua
destilada. No tratamento controle, NaCl 0,15 Mafdicionado. Para cada ensaio, os discos
de farinha e o grupo de vinte individuos da esp8it@philus zeamais foram pesados antes
do inicio e apos 7 dias do ensaio. Apos 7 diagafobém registrada a taxa de mortalidade.
Foram calculados os indices nutricionais: 1) taea adlescimento relativo (TCrR):
(biomassa adquirida)/(biomassa inicial dos insetalas); 2) taxa de consumo relativo
(TCoR): (massa ingerida)/(biomassa inicial dostose dias); 3) eficiéncia de conversao
do alimento ingerido (ECAI): ([biomassa adquiridadssa ingerida] x 100).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O ES por apresentar a melhor AHE (541) foi selecionagima@ melhor extrato, A partir
dele, pos- purificagcdo parcial das proteinas coifatsude aménio, foram obtidas 4
fracOes proteicas. A fracdo Rpor apresentar a melhor AHE (3,561), foi escallpdra
continuacdo do processo de purificacdo da lectasafalhas dd. Verticillata. Eritrécitos
de coelho foram selecionados para os ensaios daghgéimacao devido a facilidade de
obtencdo e menor risco em sua manipulacdo. Osaiits de coelho sdo rotineiramente
utilizados para determinacao de AH de lectinas.HAd® PF; foi parcialmente inibida por
N-acetilglicosamina e pelas glicoproteinas fetuirvoalbumina, tireoglobulina e
azocaseina. A inibicdo com N-acetilglicosamina énuficativo para purificacdo da lectina
através de cromatografia de afinidade em colunasqdéina e de Agarose-N-
acetilglicosamina o que estimulou a purificacaolatdina através de cromatografia de
afinidade em colunas de quitina. Extrato salino; @Il (lectina isolada), apresentam
atividade antifungica, reduzindo o crescimento dpéeies deFusarium e efeito
antibacteriano sobre a maioria das bactérias @st@@ram-positivas e Gram-negativas).
Os graficos abaixo apresentam os resultados dies teesmiticida do ESa PR e a PlI,
frente a N. cornigetO contato com o ESa PR e a lectina da B. verticillata em todas as
concentracdes testadas induziram 100% de mortalidasl operarios e soldados, depois de
um determinado intervalo de tempo, antes do cantredativo.
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Grafico 1A e 1B. Efeito do contato com o extrattinea(ES;) em Operarios (A) e soldadgs
(B) de N. corniger. Cada ponto representa a méiargplicatas.
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Gréfico 2A e 2B. Efeito do contato com a Fracao,(em Operérios (A) e soldados (B) de
N. corniger. Cada ponto representa a média dds#tas.

Observando o grafico da proteina isolada tem-seogueperarios (grafico 7A),
Apresenta 100% da mortalidade apds 5 dias (0,6 mmig)/ 6 dias (1,3 mg / mL) e 7dias
(0,2 mg / ml). J& em soldados, (grafico 7B), 10@86mortalidade foi observada apos
5dias (0,6 mg / mL) e 7dias (1,3 e 0,2 mg / mLkdi@ controle apresentou 100% da
mortalidade das térmitas apenas ap6s o nono dia.
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Grafico 3A e 3B. Efeito do contato com a lectinaBd& erticillata (B) em Operarios (A) e
soldados (B) de N. corniger. Cada ponto repressentadia das triplicatas.

Segundo Lerner e Raikhel (1992), a N-acetilglicdsanse faz presente no trato digestivo
de muitos insetos. Semelhante aos insetos, os té&rmiambém possuem a N-
acetilglicosamina em seu trato digestivo.

CONCLUSOES
Pode-se concluir que o extrato salino feito daba®ldaB. Verticillata, a PR e a PII

apresentaram atividade termiticida contra os cuNinsorniger, A proteina isolada (PII) ,

Apresenta 100% da mortalidade dos operarios ap@s50,6 mg/ mL), 6 dias (1,3 mg/
mL) e 7dias (0,2 mg / ml). Ja em soldados, 10@¥martalidade foi observada apos
5dias (0,6 mg / mL) e 7dias (1,3 e 0,2 mg / mLydi@ controle apresentou 100% da
mortalidade das térmitas apenas ap6s o0 nono daivilade termiticida de um extrato,

obtida a partir das folhas de uma erva amplameistehdiida no Brasil, estimula sua

avaliacdo como uma potencial substancia naturad pantrole da populacdo desta
espécie de cupim.
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