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Sumario: O presente trabalho relata a investigacdo denbectina entrecasca de
Stryphnodendron adstringens e a avaliagdo da atividade inseticida de seu texsalino
(ESs), fracao proteica (ff e do pico proteico ativo (PIl) frente a espéeasles aegypti.
Lectinas foram detectadas em entrecascasSdadstringens, ES e F aglutinaram
eritrocitos de todos o0s tipos sanguineos do sist&B&® assim como eritrocitos
glutarizados de coelho e demonstraram boa terninkstale. K (60-80%) apresentou
maior AHE e foi inibida com N-acetilglicosaminagae estimulou sua purificacao através
de cromatografia de afinidade em coluna de quitreaultando no pico proteico ativo
(P1l). ES e R exibiram uma 6tima atividade inseticida, comsg.@e aproximadamente 4 e
8 ppm, respectivamente. Pll induziu a mortalidade ldrvas a partir dos 10 ppm, sendo
necessaria a ampliacdo dos pontos testados panareatLG, desta preparagao.
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INTRODUCAO
A atividade inseticida de lectinas € geralmenteliada através de bioensaios que
incorporam a mesma em dietas artificiais ofereci@as insetos, 0s quais morrem por
privac@o nutricional. Os mecanismos exatos envodviab efeito entomotoxico ainda nédo
sdo totalmente conhecidos. Tem sido demonstrado agudectinas inseticidas sao
resistentes a proteases presentes no trato dgektiinseto. No entanto, estudos apontam
possiveis interacdes envolvidas: ligacdo da le@igéicoconjugados expostos nas células
superficiais do epitélio intestinal; ligacdo datiea a quitina presente na membrana
peritréfica, e interacdo com enzimas glicosiladagrato digestivo (PEUMANS e VAN
DAMME, 1995; SAet al., 2009). Lectinas podem cruzar a barreira do kpiiétestinal
por transcitose, entrando no sistema circulatonieseltando em acéo toxica, interagindo
com compostos presentes na hemolinfa (FITClaE®., 2008). A preocupagdo com 0 uso
de substancias quimicas de alta toxicidade ao awebiem levado a busca por substancias
naturais com acdo sobre organismos xiléfagos, ®éods ao homem e a outros animais
(AHMED et al., 2006), tais como as lectinas. As lectinas s@tepras que interagem
seletiva e reversivelmente com monossacarideoscecghjugados (LIS & SHARON,
1986), comumente extraidas de folhas, sementesrecascas de vegetais. Segundo Van
Dammeet al. (1998), em funcdo de sua especificidade, as lectapgesentam varias
propriedades biolégicas (inseticida, antifungicatimicrobiana e antitumoral, p. ex.).
Assim como o0s metabdlitos secundarios, elas posdligersas aplicagcbes, como na
fitoterapia, na industria de cosméticos, de alimerd demais segmentos (PLETSCH,
1998). Sryphnodendron adstringens (Leguminosae-Mimosoidae), o "barbatimao”, € uma
arvore de pequeno porte, nativa do cerrado brasilei se destaca pelo elevado teor de
taninos presentes em sua casca (DI STéA&l., 2002). Na medicina popular, a infusédo de
sua casca € utilizada externamente como antiinftamaze cicatrizante, e internamente na
cura de Ulceras (LORENZI & MATOS, 2002). Deste modbjetivou-se avaliar a acao
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inseticida das preparacdes lectinicasSutgphnodendron adstringens frente as larvas de
estagio larval |, de Aedes aegypti.

MATERIAIS E METODOS

Cerca de 10 g de farinha da entrecascaSdadstringens foram submetidos a
extracdo de proteinas em NaCl 0,15 M por 8hgXES atividade lectinica de ESoi
realizada em placas de microtitulacdo. Foram cdloea&b0ul de NaCl 0,15M em cada
poco; em seguida, foram adicionados ao segundo poqol da amostra a ser avaliada.
Apos uma diluicao seriada, 50ul de eritrécitos oelltos foram adicionados em todos os
pocos e as placas foram incubadas por 45 minuisfdt avaliado quanto a presenca de
proteinas por espectrofotometria através do meétdeloLOWRY et al. (1951). A
purificac&o inicial foi realizada com o fracionarneedas proteinas de E8om (NH,),SO
segundo GREEN & HUGHES (1955). Em seguidafdt submetido a dialise exaustiva
com HO e NaCl 0,15 M por 4h cada, e posteriormente adalina presenca de
carboidratos e glicoproteinas. Em seguida, f6i aplicado em coluna de quitina,
equilibrada com NaCl 0,15 M. O pico proteico atifRll), denominado Lectina d&
adstringens, foi eluido com Acido acético 1,0 M, submetidoidlide exaustiva com 4@
(4h) e liofilizagdo. Em seguida, PII foi submet@éa&letroforese em gel de Poliacrilamida.
A atividade inseticida foi realizada de acordo commétodo de NAVARRO et al. (2003)
para lectinas, utilizando faixas de concentracdelnpinares e, posteriormente, especificas
de ES, F; e PIl. A mortalidade de 20 larvas no estagio labvasubmetidas ao contato
com uma solucdo contendo cada uma das amostrascpeofoi avaliada apos 24h e 48h
do inicio do teste. Cada ensaio foi acompanhadapocontrole negativo composto por
larvas tratadas com agua destilada e solucdo galm@l 0,15 M). A LG foi calculada
através de analise de probitos (MCLAUGHLéNal., 1993) com intervalo de confianca de
95%, utilizando o programirobit Analysis (Satplus, 2006) e através de regressao linear
simples utilizando o progrant@rigin 8.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
ES apresentou AH e concentracdo proteica satisfat@da7 e 222 mg/ml,
respectivamente). A partir de £ purificacdo parcial das proteinas com sulfao d
amoniofoi realizada, gerando 4 fragOes proteigafracado R, por apresentar a melhor
AHE (270034,0), foi escolhida para continuacdo tm@sso de purificacdo da lectina de
S adstringens. ES; e F, submetidas a ensaios de AH com eritrocitos gaados do grupo
ABO e de coelho, foram capazes de aglutinar erit®glutarizados de coelh® ensaio
de termoestabilidade indicou que g&SF, sofreram leves perdas de AH dentro da faixa
testada. Foi observado que os cétions divalenstasdies a 10mM e 20mM estimularam o
aumento da AH de B2 F. Observou-se também gqug iRibiu alguns dos carboidratos
testados e todas as glicoproteinas testadas. PHvldiado em funcdo da AH, sendo
denominado lectina d& adstringens. A eletroforese ndo resultou em uma banda
eletroforética nos diferentes géis testados (1(®%,115% e 17,5%, gel de concentracao
de 5% em todos) e nas concentragOes de Pl testhd@ds200 g, com variagbes de 50
1g). Na determinacéo de atividade inseticida, tpdegaracdes proteicas S8eadstringens
apresentaram alguma toxicidade comfraaegypti. Os resultados preliminares seguem na
tabela 1:

Tabela 1.Testes iniciais das amostras proteicaS. @elstringens contra larvas déedes aegypt.

Amostra Corzgzm;am VeougadML) | Vagua(mL) | Mortalidade 24h (VM) | % | Mortalidade 48h (VIM) %
Contr. NaCl 0,15 M 100 20 0 2000 0 2000 )
Es, 10 2 18 020 100 0/20 10D
25 5 15 0/20 100 0/20 10D
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50 10 10 0/20 104 0/20 10p
25 5 15 0/20 100 0/20 10p

Fa 50 10 10 0/20 104 0/20 10p
75 15 5 0/20 100 0/20 10p
4 038 19,2 - - 19/1 5

Pl 7 14 18,6 18/2 10
10 2 18 1713 15

Partindo destes resultados, foram montadas faeaodcentracdo para cada amostra. Os
resultados obtidos estdo esquematizados a segsirtabelas 2 e 3 para £ F,

respectivamente, cujos pontos deram origem as suwlwaomportamento da resposta em
funcdo da dose testada de cada amostra proteicadasratravés do programa de andlise

de dados utilizado. Os graficos 1 e 2 construidosespondem aos resultados parg &S
F4 (respect.) frente as larvas Aeaegypti:

Probit Analysis
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Probit Analysis - Least squares [Normal Distribution]

Gréafico 1. Mortalidade
deA. aegypti em
funcéo das
concentracdes testada
de ES,

)

Dose (Stimulus) Actual Percent (%) N Probit (Y) Weight (Z)
4.5 0.5 80 50824 49168
5 0,7333 &0 5.6228 42548
8 0.8333 80 59874 3.,5853
7 0,91687 &0 68,3832 2,3503
8 0,9958 80 7.8387 1
: Tabela 2.Dados de
Regression Statistics Lethal Dose/
LDS0 4.2453 |LDS0 Standard Error 0.1542 ~
€050 Lot 3.9414 (D50 UCL 4,542 Concentracao letal de
Beta 0.5918 Intercept 2,4875 .
Beta Standard Emor 02333 ESna faixa de
e YT s S concentra(;ao testada
o84 5,935 L0890 6.411 m).
LD100 8.7798 (pp )
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Probit Analysis - Least squares [Normal Distribution]
Dose (Sti ) Actual Percent (%) N Probit (Y) Weight (Z)
7 0.2 60 4,1585 38171
8 0,4167 60 4,79 4,79
9 0,7833 60 5,7833 3,9334
10 0.9167 60 6.3832 2.3503
Tabela 3.Dados de
Regression Statistics
LD50 8,1407 JLD50 Standard Error 0,175 Lethal IDNOSG/
D50 LCL 7.9092 LD50 UCL 8.3722 Concentracdo letal de
Beta 0,7767 Intercept -1,3227 :
Beta Standard Eror 0,2532 F4 na fa'i(a de
Concentra(;ao testada
LD10 6,4904 LD16 6,8532
LD84 9.4282 LD90 9,791 (Ppm).
LD100 10,072
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CONCLUSOES
Diante dos resultados obtidos, concluiu-se quéniestforam detectadas eé®nadstringens
através de ES ES e K mostraram-se termorresistentes, aglutinaram todosipos
sanguineos do sistema ABO e também eritrocito®dkla, e tiveram sua AH estimulada
pelos cations divalentes, Fnostrou afinidade com a N-acetilglicosamina, fitsthdo
posteriormente a acado inseticida e termiticidaadestlas demais preparacdes lectinicas.

hY

Quanto a atividade contra larvas de aegypti, ES e F apresentaram resultados

excelentes, visto que induziram a morte destesasssom concentracées minimas. O
efeito da lectina isolada ainda esta sendo estina#i@dwés de novos ensaios, o qual foi
dificultado pelo tempo de obtencdo da amostra waatgade exigida para cada bioensaio,
visto que 0 mesmo € realizado em triplicata. Pdetese entdo finalizar esta etapa o mais
breve possivel.

. AGRADECIMENTOS
A PROPESQ-CNPq pelo apoio financeiro.
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