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RESUMO

Tribolium castaneum, inseto pertencente a ordem Coleoptera, € um importante agente
causador de grandes prejuizos econémicos em grdos armazenados na América do
Sul. Para controlar esta praga, busca-se métodos mais eficazes, menos tdxicos ao
meio ambiente e compativel ao volume de grdos armazenados. Extratos e lectinas
isoladas de vegetais tém apresentado propriedades inseticidas a diferentes ordens de
insetos e por esse motivo tem sido estudados por diversos grupos de pesquisas. O
Brasil detém a maior diversidade florestal de bambu nativo das Américas. Dentre as
espécies identificadas, Guadua angustifolia é uma graminea de rapido
desenvolvimento que oferece matéria prima explorada em diferentes areas do
paisagismo a construcao civil. Assim o presente estudo objetivou analisar o efeito de
extrato aquoso e lectina isolada do colmo da G. angustifolia em insetos adultos de T.
castaneum. Para tanto, foi preparado o extrato bruto em Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 do
colmo do bambu pulverizado. Posteriormente, foi realizada andlise fitoquimica,
guantificacédo de proteina e andlise da presenca de lectina. O potencial antioxidante
do extrato foi avaliado. Em seguida, o extrato (25 mg, 50 mg e 100 mg) foi avaliado
guanto a atividade inseticida, analisando-se os parametros alimentares e nutricionais
e a taxa de sobrevivéncia dos insetos tratados no decorrer de 30 dias de bioensaio. A
toxicidade do extrato contra organismos néo-alvos foi avaliada contra Artemia salina
e Lactuca sativa. Para o isolamento da lectina de G. angustifolia (Gal), foi proposto o
tratamento do extrato bruto com sulfato de amoénio, seguida por cromatografia em
coluna de quitina. GaL foi avaliada por eletroforese em condic&do desnaturante (SDS-
PAGE) e quanto a estabilidade frente a diferentes temperaturas, valores de pH e
presenca de ions metalicos. O extrato apresentou diversos metabdlitos secundarios
como presenca de taninos flobafénicos, flavonas, flavondis, xantonas, flavononas,
esterdides e saponinas. O extrato aquoso apresentou um acréscimo no percentual de
sequestro do radical DPPH, com o aumento da sua concentragéao (100 - 700 mg/mL).
O extrato a 50 mg apresentou uma taxa de mortalidade de 50% de insetos de T.
castaneum, apresentando uma atividade deterrente (50 e 100 mg), além de exercer
efeitos antinutricionais na converséao de biomassa e crescimento do inseto e reducéo
da taxa de eclosao de larvas, sugerindo que a reducéo do perfil lipidico evidenciado
ao término do bioensaio seja devido a necessidade de suprir a caréncia nutricional do
inseto. O extrato do colmo da G. angustifolia, em todas as doses estudadas, nao
apresentou perfil toxico frente a A. salina e L. sativa. A GaL foi isolada apés eluicédo
da coluna de quitina com acido acético 0,5 M, apresentando-se como uma proteina
com 18,4 kDa com atividade hemaglutinante inibida por N-acetilglicosamina, maltose
e fetuina. A lectina em estudo apresentou termoestabilidade, manteve atividade
hemaglutinante em meio acido e levemente basico até o pH 8 e na presenca de ions
magneésio, céalcio e EDTA. O bioensaio envolvendo Gal apresentou baixa deterréncia
alimentar. Apenas 10% de mortalidade dos insetos adultos foi observada na maior
dose estudada (1 mg), mas afetou negativamente a fisiologia nutricional dos insetos
além de reduzir o nimero de larvas eclodidas. Desta forma, preparacfes aquosas de
colmo de G. angustifolia contendo lectina apresentaram potencial inseticida para o
controle populacional de T. castaneum.

Palavra-chave: Bambu, extrato, lectina.



ABSTRACT

Tribolium castaneum, an insect in the order Coleoptera, is an important agent
responsible for great economic damage to food grains stored in South America. To
control this pest, more efficient methods are sought, less toxic to the environment and
compatible with volumes of stored grains. Plants extracts and isolated lectins have
shown insecticidal properties to different orders of insects and for this reason have
been studied by several research groups. Brazil has the largest native bamboo forest
diversity in the Americas. Among identified bamboo species, Guadua angustifolia is a
fast-growing grass that offers raw materials explored in the areas of landscaping and
civil construction. Thus, the present study aimed to analyze the effect of extract and
lectin isolated from the stem of G. angustifolia in adult insects of T. castaneum. For
this, the crude extract was prepared in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0 of the pulverized
bamboo stem. Subsequently, phytochemical analysis, protein quantification and
identification of lectin presence were performed. The antioxidant potential of the extract
was evaluated. Then, the extract (25 mg, 50 mg and 100 mg) was evaluated for
insecticidal activity, analyzing the nutritional parameters and survival rate of the insects
treated during the 30-day bioassay. To isolate the lectin from G. angustifolia (GaL), it
was proposed to treat the crude extract with ammonium sulfate, followed by chitin
column chromatography. GaL was evaluated by denaturing electrophoresis (SDS-
PAGE). The extract showed important secondary metabolites such as the presence of
phlobaphenic tannins, flavones, flavanols, xanthones, flavanones, steroids and
saponins, as well as the sample showed an increase in the percentage radical
sequestration of DDPH, with an increase in the concentration of the sample (100 - 700
mg / mL). The extract at 50 mg showed a mortality rate of 50% of insects from T.
castaneum, presenting a deterrent activity (50 and 100 mg) in addition to exerting anti-
nutritional effects on the conversion of biomass and insect growth. GaL was isolated
after eluting the chitin column with 1 M acetic acid, showing itself as a protein with 18.4
kDa with hemagglutinating activity inhibited by N-acetylglycosamine, maltose and
fetuin. The studied lectin showed thermostability, maintained hemagglutinating activity
in acidic and slightly basic medium up to pH 8 and in the presence of magnesium,
calcium and EDTA ions. The bioassay involving GaL showed low food deterrence.
Only 10% mortality of adult insects was observed at the highest dose studied (1 mg),
but it negatively affected the nutritional physiology of insects in addition to reducing the
number of hatched larvae. Thus, aqueous preparations of G. angustifolia stem
containing lectin showed insecticidal potential for population control of T. castaneum.
Keyword: Bamboo, extract, bioinsecticide.
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1. INTRODUCAO

Dados da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) revelam a produgéo
recorde no Brasil de 280 milhdes de toneladas de graos na safra 2021/2022. Neste
cenario Alagoas tem diversificado bastante a producdo agricola, destacando-se a
producéo de soja, produto que teve o maior aumento na safra, saindo de 4.600
toneladas em 2020 para 11.965 em 2021 (CONAB, 2021). No entanto, como o Brasil
€ um pais tropical com um clima que favorece a proliferacdo de pragas, cerca de 10%
da producdo anual de graos € perdida nas culturas nacionais, tanto em quantidade
guanto em qualidade. (LORINI et al., 2015; GURU- PIRASANNA-PANDI et al., 2018).

Dentre essas pragas, 0S insetos sdo uma grande preocupacdo para a
agricultura, sendo as principais causas da perda de grdos desde o cultivo até o
armazenamento (KUMAR; KALITA, 2017). Desta forma, estima-se que desde o final
do século XIX, foram registradas 24 espécies de pragas introduzidas no Brasil onde
segundo dados publicados pela Embrapa e pela Escola Superior de Agricultura
(ESALQ) a perda anual causada por insetos no inicio da década de 2000 gira em torno
de US$ 2,2 bilhdes de dblares para a renda agricola (RANGEL, 2015). O Tribolium
castaneum (Herbst 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae) é uma espécie de besouro de
coloracédo avermelhada onde larvas e adultos infestam cereais moidos, sementes e
graos assim como outros produtos armazenados, causando até 40% de reducéo no
peso do grdo (LORENI, 2015; AHMAD ET AL., 2019).

Para o controle de insetos-pragas em lavouras, o Brasil passou a ser um dos
maiores consumidores de produtos quimicos sintéticos de diferentes classes
toxicoldgicas do mundo (PEDLOWSKI et al., 2012). No entanto, inseticidas sintéticos,
por ndo serem especificos, podem ser prejudiciais a organismos benéficos
(polinizadores e inimigos naturais), agricultores e consumidores de alimentos. Relata-
se também o desenvolvimento de resisténcia a alguns desses compostos, como
descrito para T. castaneum contra os pesticidas fosfina, malation, fenitrotiona e
pirimifés-metil (UPADHYAY et al., 2018; KARANIKA et al., 2019). Além disso, ja foi
relatado que T. castaneum pode secretar nos graos compostos carcinogénicos,
conhecidos como benzoquinonas, representando um risco a saude publica e tem sido
utilizado como modelo de pesquisa no campo imunoldgico do inseto (LU E ST LEGER,
2016; RAFALUK-MOHR et al., 2018) . Portanto, diversos grupos de pesquisas buscam



17
encontrar alternativas ecoldgicas eficazes que causem o menor dano possivel ao meio

ambiente e a saude humana (DE MORAES; MARINHO-PRADO, 2016).

A expansdo do mercado organico também aumentou a busca por novos
produtos biodegradaveis para o controle de pragas, focando em alternativas com um
novo modo de acdo que apresente nenhum ou pouco efeito residual no produto
aplicado, no meio ambiente e na saude humana (KIRAN; PRAKASH, 2015; SPARKS;
LORSBACH, 2017). Os inseticidas vegetais surgem como uma alternativa promissora
reduzindo o potencial de desenvolvimento de resisténcia do inseto atuando em
multiplos alvos e com impacto no ecossistema (KALEESWARAN et al., 2018).
Diversas substancias quimicas provenientes do metabolismo primario e secundario
de espécies vegetais desempenham um papel defensivo, inibindo a acdo de insetos
herbivoros, seja por inibir a alimentacéo, reproducéo, como regulador de crescimento
ou por atrair polinizadores ou inimigos naturais (ISMAN, 2000; PAIVA, 2012;
NAPOLEAO, 2018).

As lectinas sdo proteinas que se ligam especifica e reversivelmente a
carboidratos através de sitios de ligacdo, aglutinam células vegetais e animais,
precipitando polissacarideos e glicoconjugados (PROCOPIO et al., 2017), podendo
assumir diversos papeéis biologicos (ADAMUDE et al, 2019; ZENG et al., 2019;
HIREMATH et al., 2020). Um destes papéis sdo como proteinas de defesa contra
patogenos e herbivoros (LANNOO; VAN DAMME, 2014) onde muitas das lectinas
inseticidas tém uma capacidade de ligacdo a quitina, que interage com importantes
estruturas do corpo do inseto compostas por esse polissacarideo, interferindo na
fisiologia e no comportamento do animal (PROCOPIO et al., 2017; SANTOS et al.,
2020).

De distribuicdo mundial, uma graminea da Familia das Poaceae, o bambu,
possui 120 géneros e 1641 espécies identificadas (SORENG et al., 2015) com
propriedades exploradas nas mais diversas areas (LI et al., 2013). A Guadua
angustifolia Kunth, importante espécie de bambu lenhoso de ampla distribuicdo na
regido Amazoénica, é bastante utilizada nas areas da construcédo civil, arquitetura,
protecdo do ecossistema assim como apresenta beneficios devido a presenca de
metabdlitos secundarios presente no broto, colmo e folhas, com a atividade
antioxidante e antinutricional (CALEGARI et al., 2007; HOSSAIN et al., 2013).
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A presente tese teve como objetivo explorar as potencialidades do colmo da G.

angustifolia envolvendo os efeitos inseticidas, identificagbes das classes de
metabdlitos secundarios e as propriedades antioxidantes do extrato aquoso do colmo,
bem como a extragdo, isolamento e caracterizacdo de uma lectina e potencial

inseticida sobre o inseto adulto do T. castaneum.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producéao de grédos no mundo

Segundo o ultimo relatério Perspectiva das Na¢gbes no Mundo (2019) emitido
pela Organizacdo das Nacfes Unidas (ONU), a populacao atingird 9,7 bilhdes de
pessoas em 2050, uma estimativa de crescimento de 26% quando comparada a
populacdo atual de 7,7 bilhdes. E com esse crescimento, aumenta a demanda de
abastecimento de alimentos, onde, j& registrado pela Food and Agriculture
Organization (FAO) em 2015, foi notificado que uma em cada nove pessoas no mundo
ndo tém comida para viver de forma saudavel.

As areas agricultaveis mantém um crescimento em ritmo lento e restrito, ja que
as areas agricolas estao concentradas em poucos paises, cerca de 90% estdo em
regides da America Latina e Africana ja que Estados Unidos e China ndo possuem
mais novas areas para exploracdo agricola (FAO, 2013; SAATH; FACHINELLO,
2018). A América Latina encontra-se em uma area privilegiada onde representa um
importante produtor mundial havendo registro de aumento de produtividade e
eficiéncia técnica de unidades produtivas (FERREIRA e col. 2016).

O Brasil esta entre os quatro maiores produtores de grdos do mundo (arroz,
cevada, soja, milho e trigo) representando 7,8% da producdo mundial e o segundo
maior exportador de grdos (EMBRAPA, 2021). Mesmo diante dos desafios
enfrentados pela pandemia do Coronavirus nos ultimos anos, o Brasil obteve em 2021
a maior safra de gréos dos ultimos anos (CONAB, 2021) e o crescimento na producao
agricola devera passar de 262 milhdes de toneladas em 2020/2021 para 333 milhdes
de toneladas em 2030/31, correspondendo uma previsdo de crescimento em torno de
27,1% e dearea plantada 17,6% (MAPA, 2021).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) sinaliza em seu
documento oficial de analise de projecdo (2021-2031) a permanéncia dos avancos
tecnolégicos neste campo e a continuacdo do aumento da producdo de forma
progressiva nas regido centro-oeste e norte do Brasil (MAPA,2021), onde a soja e 0
milho continuam a assumir uma posicdo de principais culturas do agronegdcio
nacional. Com o registro crescente do aumento da producéo de gréos, o Brasil assume

uma colocacao importante na cultura agricola no complexo agroindustrial, assumindo
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posto de principal exportador do agronegécio mundial (EMBRAPA, 2018a, MAPA,

2022), onde as exportacbes chegaram a US$ 14,53 bilhdes em vendas externas
recordes e preco médio subiram 27,7% em marco 2022 assumindo nivel de
importancia na economia nacional (EMBRAPA, 2018; IPEA, 2022).

Diversos fatores podem causar impacto negativo no aumento da producéo de
graos e cereais. O Instituto de Economia Agricola (IEA) pertencente a Secretaria de
Agricultura e Abastecimento sinaliza diversos fatores que impactam nos indicadores
de producdo do agronegdcio causados pelas mudancas climéticas e presenca de
pragas na geopolitica alimentar (FREITAS e colaboradores, 2021) além da notificagcdo
de produtores que utilizam de diversos artificios para manter a producdo em

capacidade maxima.

2.1.1 Manejo de pragas de grédos armazenados

Em um cenario de agricultura competitiva, o Brasil desde a década de 1970
associa a modernizacdo da agricultura com a baixa capacidade de armazenamento
adequado, tentativas de minimizar perdas e a necessidade de atender a demanda do
mercado interno e externo (SAATH; FACHINELLO, 2018, CONAB, 2020) para se
manter entre os paises de maior producédo agricola.

Segundo a FAO, 70% da producédo agricola € armazenada por agricultores
para diferentes fins (LORINI et al, 2015). O Brasil conseguiu obter no segundo
semestre de 2020 um montante de 176,3 milhdes de toneladas de gréos e cereais
chegando a um recorde anual de producéo de 252,3 milhdes de toneladas 2019/20
(CONAB, 2020). No entanto é estimado que cerca de 30% a 40% dessa producéo é
perdida pela deterioracdo causada por insetos-pragas (EMBRAPA, 2018; FAO, 2018).

Um dos fatores que contribuem para o aumento da perda da qualidade do
produto final é a presenca de insetos-pragas em diferentes etapas do ciclo de cultivo
e armazenamento (SILVA; BRITO, 2015). Por muito tempo a protecéo de plantas e
seus graos baseou-se apenas no uso dos pesticidas quimicos sintéticos, onde, 0 uso
indiscriminado de pesticidas organossintéticos de amplo espectro acumula diversos
problemas por ser extremamente nocivos ao meio ambiente e a salude humana
(BALDIN et al., 2014).
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O Brasil registrou em marco 2022 valores em importacdo de US$ 392,89

milhdes em defensivos agricolas, se considerarmos apenas inseticidas, fungicidas e
herbicidas (SH4 3808), havendo um aumento de 24,4% (MAPA, 2022). Algumas
dessas substancias utilizadas para o combate a insetos-praga sao banidos em outros
paises (CARNEIRO et al., 2015).

O uso recorrente de agrotdxicos no solo provoca sérios impactos ambientais,
sociais e a saude. Diversos estudos cientificos evidenciam um processo de
degradacdo, onde inicialmente h& esterilizacdo, com a perda da bioquimica natural do
ecossistema, causando um processo erosivo sanado a curto prazo com 0 uso de
produtos quimicos (EMBRAPA, 2018; SANTOS, 2021; MAPA, 2021). Alguns destes
possuem a capacidade de realizar ligacdes fortes com cations presentes no solo,
como o glifosato, causando impacto na fertilizacdo (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018).

Além de sérios danos ao solo, a Organizagéo Internacional do Trabalho (OIT)
afirma que os agrotdoxicos causam, em paises em desenvolvimento, 70 mil
intoxicacbes agudas e crbnicas por ano e que podem evoluir ao obito, (UNITED
STATES, 2019). Diversas complicacdes sao registradas a longo prazo chegando ao
registro de mais de sete milhdes de casos de doencas agudas e cronicas nao fatais
(INCA, 2022).

Segundo o Ministério da Saude, em 2017 foram registrados, por meio do
Sistema de Informacdes de Agravos e Notificacdes (SINAN), 2.548 intoxicacdes por
agrotoxicos no pais, onde a taxa de letalidade foi de 0,16/100 mil habitantes em
decorréncia de agrotoxico (BRASIL, 2018) além de desempenhar um papel importante
na etiologia de varias doencas humanas com alteracdes no sistema enddcrino,
imunoldgico e diversos tipos de canceres (DUARTE et, 2020; INCA, 2022).

Uma das alternativas para conter o prejuizo causado pelos agrotoxicos sao
os estudos de plantas ricas em substancias bioativas onde séo aplicados extratos
vegetais, em diferentes concentracdes e diversas consisténcias, com potencial de
controlar insetos-praga, apresentando curto periodo residual, baixa toxicidade, baixo
custo, facil obtencao, acéo direta sobre inseto e pouca perturbacdo ao meio ambiente
(CORREIA; SALGADO, 2011; SOARES; SANTOS, 2020).

As mudancas na legislacdo brasileira na tentativa de manter o controle de
registros de novas substancias e sua utilizacdo assim como a identificacdo de

diferentes danos ambientais e os diversos fatores associados ao desenvolvimento da
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resisténcia das pragas a agrotoxicos, tém fortalecido a busca por novas alternativas

de controle (MORAES; MATINHO-PRADO, 2016; MAPA, 2019).

O interesse por produtos botéanicos para o controle de insetos faz parte das
estratégias e taticas que podem ser integradas a diversas a¢des que contemplam o
manejo integrado de pragas (MIP), viabilizando a producéo de gréos e cereais menos
expostos a doses e quantidade de aplicacbes de defensivos agricolas sintéticos
(SANTOS, 2013; BUENO et al., 2021). Esses produtos botanicos podem agir como
inibidores da alimentacdo ou dificultadores de crescimento, desenvolvimento,
reproducdo e comportamento devido a presenca de metabdlitos quimicos presentes
em sua composi¢cdo (MENEZES, 2005; SOUZA-FILHO, 2006; MOURA 2015).

O MIP envolve um conjunto de boas préaticas agricolas que implica no
monitoramento da populacdo de insetos e combinacdo de métodos e estratégias de
controle como bioldgico, fisico, quimico, legislativo e mecéanico visando evitar o dano
ambiental e econdmico (EMPRAPA, 2019).

A pratica de manejo do agrotoxico deve ser realizada de forma a atingir o
organismo alvo que esteja causando danos econdmicos, com 0 minimo de
contaminacao de outras areas. Fatores como caracteristica do produto a ser aplicado
e sua quantidade a ser utilizada, pluviosidade da regido tratada, vento, método de
aplicacao, caracteristica do solo séo fatores que interferem no resultado final desejado
(SHIRATSUCHI, 2002).

2.2 Potencialidade da flora brasileira e a busca de biomoléculas ativas

O Brasil detém a maior biodiversidade vegetal do mundo, possuindo em seu
territorio cerca de 13% do total de espécies do planeta e a maior riqueza de espécies
da flora, além dos maiores remanescentes dos ecossistemas tropicais (LEWINSOHN;
PRADO, 2006; CARMO et al., 2017).

Evidéncias relatam a utilizacdo de plantas pelas sociedades desde a
antiguidade, e nas mais diferentes areas, onde os primeiros médicos portugueses que
vieram para o Brasil, diante da escassez de medicamentos utilizados na Europa,
foram obrigados a utilizar e estudar as praticas curativas empregadas pelas tribos

indigenas (ALMEIDA et al., 2017). Os indios foram os responsaveis pela introducéo
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da utilizagdo de plantas para os mais diversos fins, sendo uma importante ferramenta

da medicina caseira no periodo colonial (LORENZI; MATOS, 2008).

O uso das espécies nativas no Brasil ainda estd muito aquém do seu potencial,
seja na area alimenticia, de protecdo ambiental, medicinal, aromatica, ornamental
entre tantas outras. E necessario transformar tais propriedades em bens e servicos
destinados ao mercado de forma sustentavel, garantindo assim um legado das
geracgOes futuras (LEITE; CORANDI, 2011; MIRANDA, 2017).

De acordo com o levantamento catalogréfico realizado pelo Ministério do Meio
Ambiente (MMA) em 2009, foi registrado um total de 40.989 espécies de plantas e
fungos distribuidas em cinco grandes biomas: Amazénia, Cerrado, Caatinga, Mata
Atlantica e Pantanal (areas de floresta subtropical). Destas plantas identificadas
37.381 sdo angiospermas, 0 grupo com maior numero de espécies, representando
76% da diversidade total estudada (LEITE; CORADIN, 2011; MMA, 2020).

Com o intuito de informar e auxiliar no processo de exploracéo do potencial da
flora brasileira, iniciativas desenvolvidas pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA),
como o projeto Plantas para o Futuro, apresenta um importante levantamento da
natureza presente em nosso pais, levando a promocédo e ampliagdo do uso dos
componentes da flora nativa, assim como da necessidade de ampliacdo das a¢des de
conservacao do meio ambiente (FORZZA et al., 2010; OLIVEIRA; LEITE, 2011).

A Caatinga e a Mata Atlantica sdo biomas que possuem uma variedade de
espécies em sua flora, representando uma fonte promissora para a descoberta de
moléculas biologicamente ativas (COSTA et al., 2012; ALVAREZ; KIILL, 2014), sendo

um importante material de estudo em diversos grupos de pesquisas no Brasil.

2.2.1 Distribuicdo geografica da familia Poaceae

A familia Poaceae € largamente distribuida em todo mundo e agrega uma
variedade de espécies vegetais, possuindo cerca de 771 géneros e mais de 12.000
espécies (SORENG et al., 2015), com capacidade de adaptacdo a varios tipos de
ambientes e coexisténcia com variadas formas de animais (CLAYTON; RENVOIZE,
1986).

O bambu, uma importante graminea da familia das Poaceae, pertencente a

subfamilia Bambusoideae, registra 1.482 espécies, distribuidas em 225 géneros e 11
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subfamilias (FLORA DO BRASIL 2018) e € considerada a quarta maior familia em

namero de espécies identificadas. De ampla distribuicdo, desde os trépicos as regides
temperadas (Figura 1), sendo identificadas em areas quentes e com alto indice
pluviométrico, ocorrendo habitualmente no continente asiatico, africano e sul
americano (SILVA et al., 2019, PEREIRA; BERALDO, 2016). Estima-se que 62% das
espécies de bambu s&o nativas da Asia, 34% das Américas e 4% da Africa e Oceania
nao sendo identificado na Europa (HIDALGO, 2003; LI et al., 2010).

Figura 1 - Distribuicdo do bambu no mundo

Fonte: http://www.eeob.iastate.edu/research/bamboo/maps/world-total-woody

Diante de tamanha diversidade, acredita-se que quase um terco da terra seca
esteja coberta por alguma espécie de Poaceae (KELLOGG, 2001). Do ponto de vista
econdmico, sendo a principal familia das angiospermas e fonte de alimentacao para
diversos povos no mundo, como exemplo podemos citar, o arroz (Oryza sativa L.),
trigo (Triticum aestivum L.), milho (Zea mays L.), centeio (Secale cereale L.) e a cana-
de-acucar (Saccharum officinarum L.) (CONTINI et al., 2019; MIRANDA, 2018).

As espécies de bambu sdo conhecidas e usadas pelo homem desde o inicio da
civilizacdo, estando presente em utensilios domésticos no periodo 3300-2800 a.C. e
em vestigios da construcao civil no periodo pré-ceramico, datado de 9500 anos atras
(LIESE, 1998). Nas Américas ha evidéncias da existéncia do bambu desde o século

XVI. No periodo pré-colombiano onde foi utilizado na construcéo de habita¢cdes, sendo
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evidenciado em escavacdes arqueoldgicas onde habitaram as tribos Calima e

Quimbayas (CRUZ, 2009).

Segundo o “International Network for Bamboo and Rattan — INBAR” a China é
classificada como o maior produtor mundial de produtos de bambu, possuindo cerca
de 300 espécies em 44 géneros, ocupando 3% da area florestal global (SCURLOCK;
DAYTIN; HAMES, 2000; PEREIRA; BERALDO, 2016). Estima-se que o setor de
Bambu e Rattan na China movimente cerca de US$ 1 a 3 bilh6es de dolares por ano
na comercializacdo de produtos onde a Unido Europeia (EU) e os Estados Unidos
(EUA) consomem mais de 80% do total das importacbes de bambu (DFRS, 2010;
INBAR, 2018, WORLD BAMBOO, 2020).

2.2.1.1 Distribuicdo do bambu no Brasil

O Brasil detém a maior diversidade florestal de bambu nativo das Ameéricas
(FILGUEIRAS et al., 2017), estando descrito na Lista das Espécies da Flora do Brasil
(LEFB, 2018) 258 espécies de bambus nativos, distribuidos nas tribos Olyreae,
Arundinarieal e Bambuseae, sendo identificados 35 géneros distribuidas em: 16
géneros de bambu do tipo herbaceo e 19 géneros do tipo lenhoso (SUNGKAEW et
al., 2009, FILGUEIRAS et al., 2017).

Dentre os géneros identificados no Brasil, os mais difundidos e comercializados
informalmente sdo Guadua, Bambusa, Dendrocalamus, Phyllostachys, Pseudosasa,
Sasa e Sinoarundinaria (PEREIRA; BERALDO, 2016). A floresta Amazbnica é
responsavel por 165.000 km2 de mata aberta de espécie de bambu Guadua sp. no
Sudoeste da Bacia Amazonica. Encontra-se nela espécies de excelente qualidade e
potencial econémico, além de possuir uma capacidade de recuperacado apés sofrer
injurias devido a incéndios na regido vegetal quando comparado a palmeiras e
dicotiledéneas (SMITH, NELSON, 2011; ALMEIDA, 2017).

Uma das areas consolidadas no uso do bambu em nosso pais esta concentrada
na fabricacdo de sacos e papel de cimento. Segundo Santi (2015), o Brasil registra
uma producao de 150 mil toneladas de celulose de bambu ao ano, sendo explorado
0s principais componentes do colmo do bambu: a celulose, hemicelulose e a lignina

e, em minoria, constituintes como resinas, tanino e sais inorganicos.
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Esta importante graminea esta presente como matéria prima em varios artigos,

sendo um importante constituintes em produtos de bens de consumo, possuindo
design moderno em diversos projetos arquitetdbnicos e na area social na confec¢éo de
artesanato e utensilios domésticos e na producao de artigos néo tangiveis como em
currais e trelicas para plantagdes (AFONSO; SILVA, 2017).

Na tentativa de estimular o potencial no uso do bambu, o Governo Federal, com
base na lei n°® 12.484/2011, disp6e uma politica nacional de incentivo a0 manejo
sustentado e cultivo do bambu. Essa politica estimulou a pesquisa e a troca de
experiéncia entre pequenos e grandes produtores, transformando-a em ativos
ambientais para o desenvolvimento socioecondmico regional, utilizando para isso
diferentes espécies com grande potencial comercial em larga escala (DRUMOND;
WIEDMAN, 2017).

Em Alagoas, no ano de 2002, a partir da parceria firmada entre o Servico
Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE), Universidade Federal
de Alagoas (UFAL) e Bambuzeria Cruzeiro do Sul, foi criado o Instituto do Bambu
(INBAMBU), uma associagdo sem fins lucrativos, com o intuito de desenvolver
atividades de empreendedorismo sociais com bases técnicas e cientificas capazes de
promover o desenvolvimento sustentavel acoplado a potencialidade da planta,
contribuindo para a economia da zona da mata nordestina (TENORIO et al., 2014;
SNA, 2016).

O IMBAMBU foi um projeto desafiador que ao longo de cinco anos conseguiu
impulsionar oito bambuzeria no estado de Alagoas edificando varios negocios

ecossustentaveis (FIALHO, 2005) e até hoje colhe frutos do conhecimento divulgado.

2.2.1.1.1 O bambu e suas aplicabilidades

Com um perfil de crescimento rapido, o bambu apresenta facilidade na
multiplicacdo vegetativa, alta producdo de biomassa, facil manuseio e versatilidade,
reunindo um conjunto de caracteristicas quimica, fisicas e mecéanicas diferenciadas e
permitindo que seus componentes estruturais sejam aplicados nos mais diversos fins
(BERALDO et al., 2003; SILVA et. al, 2011).

A estrutura morfologica dessa graminea apresenta-se divididas em rizomas,

sistemas de colmo e area foliar (NOGUEIRA, 2013), onde seu rizoma possui estrutura
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entouceiradas, conectada entre si, similares ao rizoma principal, tal composicao é

responsavel pela absorcdo de nutrientes, agua e sustentagdo para o desenvolvimento
da planta (SILVA et al., 2011).

Diferentemente das espécies vegetais arbéreas, no interior, 0 bambu possui
seus colmos oco, o0 que torna seu volume aparente diferente de seu volume soélido
podendo chegar até 30 metros de altura e 20 cm de didmetro de colmo em seis anos
de vida. Tais caracteristicas facilitam a busca por luz em meio florestal (ALMEIDA,
2017; ROJAS QUIROGA et al, 2013; SANQUETTA, 2017), sendo uma opcao de
exploracdo comercial e industrial na utilizacdo para fins de producdo de papel, na
construcéo civil e design de objetos (TRUJILLO et. al., 2013; SGORLA; NEVES, 2017;
SOUSA et al., 2020).

Suas laminas foliares sé@o constituidas por bainha com a presenca de
pseudopeciolo e uma constricdo na base que confere mobilidade. Nas folhas de
ramos secundarios concentram-se importantes componentes da rota fotossintética
C3, contribuindo para respiracao e transpiracao vegetal (BPG, 2012, FIGUEIRA et al.,
2013).

Rojas Quiroga e colaboradores (2013) evidenciaram que a biomassa de G.
angustifolia acima do solo contém um total de 200 toneladas/hectare, levando a um
armazenamento estimado de 100 toneladas de carbono/hectare, tendo potencial de
desempenhar um papel significativo na mitigacdo das mudancas climaticas.

Os bambus também podem apresentam flores que s&o agrupadas em
pequenas inflorescéncias que, por sua vez, reinem-se em sinflorescéncias, onde seu
ciclo varia entre 15 e 35 anos e de forma esporadica com ou sem producdo de
cariopses como identificados nas espécies Alvimia spp, Dendrocalamus latiflorus e
Guadua sarcocarpa (FIGUEIRA et al., 2013, PEREIRA; BERALDO, 2016).

Estimativas apontam que a estrutura do bambu possui mais de trés mil
finalidades, desde os estudos voltados para a area agronémica (SILVA, PEREIRA;
SILVA, 2011); o potencial como recurso natural destinado a conservacdo e
recuperacdo de areas degradadas (TRUJILLO et. al, 2013); artesanato (CORREIA et
al., 2017); na fabricacdo de moveis (PERAZZELI; PEREIRA, 2012) introducdo do
bambu na culinaria (CHONGTHAM et al., 2011), sequestro de carbono (CHEN et al.,
2007), na area da producéao téxtil (NAYAK; MISHRA, 2016), na prevencao da erosao
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do solo (ZHOU et al., 2005) além da protecdo de animais, servindo de abrigo para

aves (YEASMIN et al., 2015).

Devido as suas propriedades fisicas e mecéanicas, diversas pesquisas sao
direcionadas a aplicacdo de forma consolidada na area da construcdo civil
(BENAVIDES et al., 2019), nas industrias de papel e celulose (GHAVAMI; MARINHO,
2005; GRECO, 2011; TANPICHAI et al., 2019) como uma importante substituicdo a
madeira e na producdo de energia (INBAR, 2014; SANTOS, 2016; BALDUINO
JUNIOR et al.,, 2016) assim como na é&rea medicinal com atividade biolégica
antitumoral, antidiabética, anti-inflamatéria, anti-hipertensiva, antimicrobiano e
antioxidante (HU; ZHANG; DAVID, 2000; SANGEGHA et al, 2015; MENCHAVEZ et
al, 2018, NIRMALA et al., 2018)

2.2.1.1.2 A espécie Guadua angustifolia Kunth

O bambu do género Guadua possui maior amplitude de distribuicdo no mundo
com maior identificacdo no México, Ameérica Central e América do Sul (PEREIRA,
BERALDO, 2016). A Guadua angustifolia, figura 2, também chamada de taguarucu, &
um bambu lenhoso presente na Ameérica Central e do Sul. No Brasil € uma espécie
nativa da floresta Amazonica, da regido do alto Amazonas atingindo 38% da cobertura
florestal (SILVEIRA, 2000).

Em geral, pode-se encontrar em altitudes que variam de 0 a 2600 metros acima
do nivel do mar, as temperaturas entre 14 e 26° C e em areas com uma precipitacédo
de 500-950 mm por ano (ROJAS DE SANCHEZ, 2013).

Em sua morfologia, € uma espécie que apresenta raiz entouceirada,
crescimento rapido, média de 30 cm ao dia (AZEVEDO et al., 2012), com a presenca
de espinhos e uma faixa esbranquicada na regido do né ao longo do colmo (ANAZCO,
2013) e apresentando amadurecimento deste apos 3 anos de idade, e se retirados
adequadamente, sua reproducédo pode ser aumentada no ano seguinte (JANSSEN,
2000).
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Figura 2 - Parte aérea da G. angustifolia Kunth

Fonte: elaborado pela autora, 2022

Conhecido por ser a melhor espécie no mundo relacionada a durabilidade e
resisténcia, a G. angustifolia é utilizada largamente na construcao civil (HIDALGO-
LOPES, 2003; GHAVAMI et al., 2017) onde as fibras de bambu possuem
caracteristicas semelhantes as fibras naturais, sendo tradicionalmente uma fonte para
substituicéo das fibras sintéticas bem como substituto da madeira, principalmente por
populacdes rurais e indigenas de paises como Bolivia, Colébmbia e Equador
(MONTOYA et al., 2006; MARIN; HERNANDEZ, 2011; GRECO, 2011). O colmo foi
caracterizado em diferentes estagios de vida constituido por 40% de fibras, 51% de
parénquima e 9% de tecido condutor em toda a sua extensdo (LONDONO et al. 2002).

Com caracteristica peculiar e importante para o ecossistema, suas raizes
subterraneas possuem a capacidade de armazenar agua, de forma que um hectare
dessa espécie pode armazenar até 30.000 litros de dgua (HERRERA; SABOGAL,
1992; ROJAS QUIROGA et al, 2013), desempenhando um papel importante na
biodiversidade, sendo encontrado em seu ecossistema: 45 espécies vegetais, 32
espécies de insetos, 25 familias de passaros e 2 familias de anfibios (HERRERA,
SABOGAL, 2005) além de ser amplamente utilizada no segmento artesanal,
participando como matéria prima para a confeccdo de méveis e utensilios cotidianos
(MARIN; HERNANDEZ, 2011). Em bambus foram identificados a ocorréncia de
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pragas como o0s besouros Dinoderus minutos e Chlorophorus annularis podem

comprometer a estabilidade estrutural de uma obra inteira, caso n&do sejam
controladas (PONCE, 2010;0LIC; LORENZETTI, 2013).

2.3 Metabdlitos vegetais e suas atividades biolégicas

Os metabdlitos sdo compostos quimicos formados, degradados ou
transformados a partir de reacgdes anabdlicas, catabdlicas ou biotransformadas
catalisadas por enzimas que garantem a continuidade dos processos celulares
(MARZZOCO; TORRES, 2007; SIMOES et. al., 2007). Os estudos sobre metabolitos
foram introduzidos pelos quimicos organicos do século XIX e inicio do século XX e,
até hoje, desperta atencdo de pesquisadores, devido a sua importancia tanto no
processo de comunicacao de organismos intra e interespecificos, quanto na acao de
protecédo e defesa frente a fatores de estresse biético e abiotico (TAIZ; ZEIGER, 2017).

A medida que os avancos da quimica tornaram-se evidentes, as substancias
ativas puderam ser identificadas, isoladas e utlizadas como moléculas ativas
(AURICCHIO; BACCHI, 2003), agregando valores nas mais diferentes areas de
desenvolvimento, a exemplo da producdo de medicamentos, cosméeticos,
nutracéuticos e agroquimicos (COLEPICOLO et. al., 2007; DEEPTHI et. al, 2015;
RIBEIRO et. al., 2020).

Tradicionalmente, as plantas oferecem um vasto campo de estudos para a
descoberta de novos agentes com potencial terapéutico (MOOTOOSAMY;
MAHOMOODALLY, 2014), produzindo uma larga e diversa ordem de componentes
divididos em metabolitos primarios e secundarios (TAIZ; ZEIGER, 2017).

2.3.1 Metabolismo primario

O metabolismo primério tem como funcédo primordial sintetizar compostos
essenciais a sobrevivéncia das espécies (DE SOUSA, 2010). Representadas pelos
carboidratos, proteinas, lipidios e acidos nucléicos. Essas moléculas sé&o
responsaveis por realizar funcbes vitais das plantas como a funcdo estrutural,
crescimento celular, respiracdo, estocagem, reproducdo e sintese de substancias
fornecedoras de energia (CHAMPEET et al., 2008; SANTIN, 2017).
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O metabolismo priméario das plantas esta diretamente associado a todos os

processos fotossintéticos que originam os precursores de acidos carboxilicos do ciclo
de Krebs, da via acetato-mevalonato, via acetato-malonato, via metileritritol fosfato e
a via do &cido chiquimico, essenciais para producdo do metabolismo secundario da
planta (SCHAAF et al., 1995).

Os extratos brutos, os 6Oleos volateis e aleloquimicos de vegetais expressam
varios tipos de proteinas, como alguns inibidores de proteases, quitinases, ureases,
proteinas inibidoras de ribossomos (RIPs) e as proteinas ligadoras de carboidratos e
glicoproteinas (DANG; VAN DAMME, 2015).

Tais substancias exercem efeitos toxicos ou inibitérios ao ataque a herbivoros,
onde as plantas desempenham um mecanismo de repeléncia e/ou antinutricional, ou
ainda atraentes e estimulantes de alimentos, sendo por isso, uma potencial ferramenta
econdmica, se considerarmos que esse herbivoro pode ser, por exemplo, um inseto
praga que ataca plantacdes ou produtos agricolas (ISHAAYA, 1986; OLIVEIRA et al.,
2016; DIAS et al., 2017).

2.3.1.1 Potencialidades das proteinas

Proteinas sdo as macromoléculas biologicas mais abundantes encontradas no
meio animal e vegetal, ocorrendo em todas as células e construidas a partir de um
conjunto de 20 aminoacidos com propriedades e atividades completamente diferentes
gue podem gerar diversos produtos com atividades biolégicas distintas (NELSON e
COX, 2014).

Moléculas dindmicas, as proteinas possuem funcdes que dependem de modo
guase invariavel das interacbes com outras moléculas, e essas interacbes, por sua
vez, sao afetadas devido a mudancas sutis ou subitas na conformacao proteica onde
o ligante interage com sitio de ligacdo, que é complementar ao tamanho, e
caracteristica estrutural (STRYER, 2008; NELSON & COX, 2014).

As proteinas desempenham papéis extremamente importantes, na maioria dos
processos biologicos, atuando como enzimas, hormdnios, neurotransmissores,
transportadores entre outros (DARNELL et al., 1990) com aplicacbes em diferentes
areas como: analises clinicas auxiliando no diagndstico de patologias (ALEXOVIC et

al., 2020), ecologia quimica (OLIVEIRA et al., 2020), elaboracdo de novos produtos
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alimenticios, ressaltando o aproveitamento racional de nutrientes (ARTAZA-ARTABE

et al., 2016), aplicagdo na industria farmacéutica (NIRMALA, 2018) e na éarea de
quimica de proteinas objetivando purificar novas proteinas e enzimas (RANKE et al.,
2020; HIREMATH et al., 2020). Dentre as diversas classes de proteinas, as lectinas
vém se destacando pela sua ampla distribuicdo no reino animal e vegetal e,

principalmente, pelas suas aplicabilidades.

2.3.1.1.1 Lectina: isolamento, purificacao e aplicacao

O marco da pesquisa das lectinas se deu com o estudo da potencialidade do
extrato de Ricinus communis L., obtido a partir de semente de mamona, onde durante
0s experimentos para conhecer seu grau de toxicidade foi observado a capacidade de
aglutinar eritrocito de diferentes animais (PEUMANS; VAN DANME, 1998). Mais tarde,
em outra pesquisa, foi atribuido esse comportamento a presenca de uma proteina
chamada ricina (KENNEDY et. al., 1995) sendo assim descrita a primeira lectina
vegetal.

Com esses resultados, levantou-se a hipétese de que as lectinas possuiam
propriedades toxicas. No ano seguinte, através dos estudos envolvendo extrato de
Abris precatorius L. (com sementes de jeriquiti) foi observado que o material
apresentou toxicidade e a capacidade de aglutinar hemacias, sendo, com isso,
descrita outra nova lectina chamada abrina (SHARON; LIS, 1987). Landsteiner e
Rabitschek em 1907 foram pioneiros em demonstrar pela primeira vez uma lectina
nao toxica extraida das leguminosas Pisum sativum L. e Lens culinaris Medik. Tais
lectinas ndo toxinas passaram a ser utilizadas comercialmente devido a sua
capacidade de promover mitose linfocitaria (LIS; SHARON, 2004).

A primeira definicdo da palavra lectina foi proposta por Boyd e Shapleigh (1954)
originaria do latim “lectus”, que significa selecionado e refere-se habilidade dessas
proteinas ligam-se seletivamente e reversivelmente a carboidratos (LIS; SHARON;
2004).

O termo lectina € utilizado para classificar todas as proteinas ou glicoproteinas
gue possuem, pelo menos um dominio ndo catalitico, de origem ndo imune e que
apresentam a capacidade de realizar ligacdes reversiveis, através de pontes de

hidrogénio e interacfes Van der Waals (LIS; SHARON, 1998), com monossacarideo
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ou oligossacarideo especificos sem alterar as propriedades quimica de seu ligante

(LORIS, 2004, PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

A origem nao imune refere-se ao fato que os anticorpos sé&o produtos de uma
resposta imune e apresentam menor variedade estrutural entre si comparado com
lectinas, enquanto que as lectinas sdo produzidas por organismos que n&o
apresentam sistema imune e podem distinguir-se bastante quanto a sequéncia
primaria, necessidade de metais, massa molecular, estrutura tridimensional e
ocorréncia de glicidios na estrutura molecular (GOMES, 2013).

A caracteristica de reconhecimento de carboidrato permite diferenciar as
lectinas de outras moléculas capazes de aglutinar células como lipideos, algumas
substancias catibnicas e metabdlitos secundarios como os taninos (SCHEGGIA et. al.,
1988).

De ampla distribuicdo na natureza, as primeiras investigacoes de lectinas foram
encontradas em plantas. No entanto, é confirmada a sua presenca nos mais diferentes
seres, tais como bactérias, fungos, plantas (BEZERRA et al, 2014, JONES et al., 2015;
SARTIM et al., 2017; EL-MARADNY et al., 2021; ), algas, invertebrados (IMBERT et
al., 2004) e vertebrados (MANIKANDAN et al., 2012).

Nos vegetais, as lectinas sdo extraidas das mais diferentes estruturas como:
semente (JAVIER VIOQUE et al. 2019), raiz (SILVA, 2019), tubérculos (KAUR et al.,
2006), cerne (SA et al., 2009), rizoma (KABIR, 2014), casca (COSTA et al., 2018),
flores (CHOLAK et. al., 2016) e folhas (HIREMATH, 2020). Devido a abundante
identificacdo no reino vegetal e sua diversidade de estrutura molecular, as lectinas
estdo presentes em maior quantidade em grados de leguminosas e gramineas
(PUSZTAI, 1989).

Lectinas sdo também identificadas como uma classe de proteinas
heterogéneas oligoméricas variando em tamanho, estrutura, organizacdo molecular e
sitios de ligacfes a acucares (JUNIOR, 2014). Devido a sua estrutura geral, Peumans
& Van Damme em 1998 prop6s quatro grandes classes de lectinas: As merolectina,

hololectina, quimerolectina e superlectina (Figura 3).
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Figura 3 - Classificacdo estrutural das lectinas de plantas. DRC: dominio de

reconhecimento de carboidratos.

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina

G W—

Ly p——
Caiann® | Cumivas | D ®

@orc @oRCc sitio catalitico

")f ¥
Ry P o \'\hﬂ_
2% B

G-

N

~

Lectina de
Heveina - 1HEV DWL - 3SH3 PPL2-2GSJ Musa acuminata - 3MIT

Fonte: Osterne (2016). Imagem adaptada de VAN DAMME et al.,, 1998. DRC: Dominio de

Reconhecimento a Carboidratos.

As merolectinas sdo proteinas monovalentes que apresentam apenas uma
ligacdo a carboidratos, ndo possuindo a capacidade de aglutinar glicoconjugados ou
células (VAN DAMME et al., 1998). Ja as hololectinas sé@o proteinas que apresentam
dois ou mais sitios de ligacfes identicos, apresentando desta forma a capacidade de
estabelecer ligacdes entre células e glicoconjugados, precipitando-os.

Quimerolectinas sdo proteinas com um ou mais dominio de ligacdo a
carboidratos e um dominio néo relacionado, tendo este dominio diferente uma funcao
bem definida, como exemplo, como atividade enzimatica ou outra atividade biologica
gue atua de forma diferente aos demais dominios de carboidratos. Por fim, as
superlectinas possuem exclusivamente, pelo menos dois dominios diferenciados de
ligacbes a carboidratos (SANZ-APARICIO et al., 1997; JIANG et al., 2010, ITAKURA
et al., 2017).

As lectinas também podem ser classificadas de acordo com a especificidade
aos carboidratos em: lectinas de ligacdo a glicose/manose, N-acetilglicosamina,

galactose, N-acetilgalactosamina, fucose ou &cido sialico (PEUMANS & VAN DAMME,
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1996, SILVA et al., 2000). No entanto, esta classificagdo ndo pode ser aplicada a todas

as lectinas, uma vez que algumas delas s6 conseguem ligar acicares complexos ou
glicoconjugados (PROCOPIO et al., 2017).

Devido a sua capacidade em realizar pontes entre carboidratos e glicoproteinas
gue estao presentes em solucao ou ligadas as membranas de células, as lectinas sao
facilmente identificadas ao realizar um ensaio de aglutinagéo, podendo ser utilizado
eritrécitos de humanos ou animais (SHANMUGAVEL et al., 2016; SINGH; THAKUR,;
KENNEDY, 2020). Tais eritrocitos podem ainda ser tratados enzimaticamente
utilizando como exemplo a tripsina, papaina para expor ainda mais a por¢cao
sacaridica ou, ainda, quimicamente com glutaraldeido ou formaldeido para a fixacédo
de eritrocitos e possibilidade de armazenamento por um maior periodo (COELHO;
SILVA, 2000; PAIVA et al., 2010).

O ensaio de hemaglutinacdo utiliza placa de microtitulagdo, onde é realizado
uma diluicdo seriada da amostra contendo a lectina. Em seguida, adiciona-se solucéo
contendo eritrocitos. A formacédo da rede entre a célula vermelha e a lectina é
chamada de fenbmeno hemaglutinante (figura 4A). Para realizar a confirmacéo de que
0 agente hemaglutinante € uma lectina, sdo necessarios testes de inibicdo da
atividade hemaglutinante (AH) (figura 4B).

Nesse teste, € realizada uma diluicdo seriada da amostra em uma solucao
contendo carboidrato ou glicoproteina livre antes da incubacé&o com eritrocitos. Esse
teste define a especificidade da lectina a carboidratos (PAIVA et al., 2013). E
considerado o carboidrato especifico aquele que resulta na maior inibicdo da

hemaglutinacéo.



36
Figura 4 - Esquema representando a aglutinacdo de eritrocitos promovida por

lectinas. (A) Rede de aglutinacdo formada pela ligacdo de uma lectina aos
carboidratos da superficie dos eritrocitos. (B) Inibicdo da formacao da rede de
aglutinacao por carboidratos livres.
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A biossintese da maioria das lectinas acontece nos ribossomos das células,
seguindo para o reticulo endoplasmatico sendo transportada para o complexo de
Golgi onde sdo armazenados em vacuolos. Devido ao grande potencial biotecnologico
gue essas lectinas representam e a diversidade de fauna e flora brasileira, boa parte
dela ainda desconhecida quanto as suas potencialidades, novas lectinas vém sendo
identificadas, isoladas, caracterizadas e avaliadas quanto as suas atividades
biologicas.

Métodos consolidados na area de purificacdo de proteinas sao aplicados para
purificar lectinas. Apés a selecdo do material de pesquisa, inicia a obtencéo do extrato
em solucéo salina, tamponada em diferentes pH (SA et al, 2009) ou ainda em agua
destilada, como o isolamento da lectina de semente de Moringa oleifera (SANTOS et
al., 2012) de forma que o melhor meio de extracdo seja aquele que obtém a maior
guantidade de lectina com maior atividade hemaglutinante.

Para o isolamento da lectina, o extrato geralmente é submetido ao
fracionamento salino, e pode passar por um processo de dialise em membranas

semipermeaveis, método este onde ha a separacédo de moléculas por diferencas de
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massa molecular. As proteinas ficam retidas dentro da membrana enquanto moléculas

menores (como carboidratos, sais ou mesmo peptideos de baixa massa molecular)
presentes na amostra, passam para a solugao solvente (THAKUR et al., 2007;
NOBREGA et al., 2008).

O fracionamento salino tornou-se uma técnica bastante utilizada em virtude da
sua facilidade de execucao e baixo custo. Como exemplo, cita-se a técnica utilizada
com o sulfato de aménio, composto altamente hidrofilico, que ao dissociar-se, acaba
reduzindo a camada de hidratacdo, favorecendo a agregacao e a precipitacdo dos
residuos hidrofébicos (LUCARINI et al, 2008).

A precipitacdo salina pode preceder o processo de purificacdo de alta
resolucdo, como a cromatografia (NELSON, COX, 2014), onde realiza a separacao
diferencial da amostra utilizando uma fase movel e uma estacionaria, que pode
depender da carga liquida (cromatografia de troca ibnica), do tamanho molecular da
proteina (cromatografia em gel de filtragcéo) ou ainda atraves da afinidade a diferentes
compostos (cromatografia por afinidade), técnica essa mais utilizada para purificacao
de lectina (NELSON e COX, 2014, QU et al., 2012).

Bastante versateis, a literatura relata o isolamento e aplicacao de lectinas nas
mais diversas areas com importancias biotecnologicas, algumas delas sendo
aplicadas no isolamento e analise estrutural de oligossacarideos e glicoconjugados
(YAMASHITA; OHKURA, 2014), envolvimento no processo de cicatrizacao
(PETROVIC et al., 2020), antimutagénico e antioxidante (ALVES et al., 2020), anti-
inflamatoria (LEITE et al.,, 2012; ALVES, 2022; KRISHNAVENI et al., 2022), anti-
parasitaria (CASTANHEIRA et al., 2015), antitumoral (ZHANG et al.,, 2015),
imunomoduladora (ZENG et al., 2019), antibacteriana, antifiungica (HIREMATH et al.,
2020), antiviral (GORDTS et al., 2015) e inseticida (KOOSHA et al., 2013).

A atividade inseticida atribuidas as lectinas deve-se ao fato da mesmas
apresentarem resisténcia a acdo de enzimas presente no inseto, onde ao ser ingerida,
tais biomoléculas iniciam sua acdo inseticida realizando ligacbes com quitina,
glicojugados e enzimas que fazem parte da composi¢cao da matriz peritréfica do trato
intestinal dos insetos (PAIVA et al., 2013; NAPOLEAO et al., 2018, CAMAROTTI et
al., 2018).

Na literatura podemos identificar diversos trabalhos que apresentam as

consequéncias da acao inseticida de lectinas obtidas de espécies vegetais que
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interferem na atividade enzimética e desencadearam uma alteragdo na organizacao

intestinal dos insetos, resultando em alteragdes no desenvolvimento e podendo levar
a sua morte, como pode ser observado na tabela 1 (KOOSHA et al.,, 2013;
NAPOLEAO et al., 2018).

O uso das lectinas como estratégia para o controle de pragas € uma
possibilidade real tanto em relacdo a reducdo dos impactos ambientais e a saude
guanto ao desenvolvimento de resisténcia. Comparadas aos inibidores de proteases,
a outra classe de proteinas inseticidas bastante estudadas, as lectinas, de maneira
geral, SG0 menos propensas a terem seus mecanismos superados, pois sua agao
pode envolver varios alvos moleculares (NAPOLEAO et al, 2018). Souza (2018)
reportou o efeito que a lectina (OfiL) exerceu sobre insetos adultos Sitophilus zeamais,

causando acao antinutricional sem causar deterréncia.

Tabela 1: Lectinas com atividade inseticida

LECTINA FONTE INSETO AQAO

ConA Canavalia ensiformis L. Bactericera Lesbes no

(semente) cockerelli intestino do
inseto

WSMoL Moringa oleifera Sitophilus Acao
Lam.(semente) Zeamais antinutricional

WSMoL Moringa oleifera Aedes aegypti Larvicida
(semente)

MuBL e MuHL  Myracrodruon Aedes aegypti Larvicida
urundeuva Fr. All. (casca
e cerne)

StelL Schinus Sitophilus Acao
terebinthifolius Raddi zeamais antinutricional
(folha)

SRL Gossypium hirsutum Spodoptera litura Larvicida
L.(flor)

AEL Abelmoschus Ceratitis capitata  Larvicida
esculentus L.(semente)

PPA Polygonum  persicaria Helicoverpa Acao
L.(folha) armigera antinutricional

MuBL Myracrodruon Nasutitermes Lesbes no
urundeuva (casca) corniger intestino do

inseto

Fonte: TANG et al.,, 2020; DE OLIVEIRA et al.,, 2020; ALVES et. al. 2019; ALVES et. al. 2020;
CAMAROTTI et al., 2018; VANTI et al., 2018; LACERDA et al., 2017; LIMA et al., 2017; RAHIMI et al.,
2017. Elaborado pela autora, 2022
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Produtos de origem vegetal ricos em metabdlitos primérios e secundarios, tém

sido pesquisados como importantes agentes com agao inseticida principalmente em
decorréncia do aumento da perda financeira e casos de doencgas transmitidas por
insetos vetores (PAIVA et al., 2013; SILVA et al., 2019).

2.3.2 Os metabdlitos secundarios

Os metabdlitos secundarios ao contrario dos metabolitos primarios ndo sdo
prioritariamente necessarios ao crescimento e desenvolvimento do organismo, mas
participam diretamente nas questfes adaptativas das espécies (TAIZ; ZEIGER, 2017,
LIMA NETO et al.; 2015), atuando como compostos de defesa ou como moléculas de
sinalizacdo em interac¢des ecologicas (FREIRE et al., 2014).

Outra caracteristica dos vegetais em relagdo ao metabolismo secundario é a
elevada capacidade biossintética, tanto em relacdo ao numero de substancias
produzidas quanto a diversidade em uma mesma espécie (FERRERA et al., 2016). A
sintese desses metabolitos € influenciada por diferentes condi¢des ambientais como
temperatura, macro e micronutrientes do solo, estado de desenvolvimento da planta,
disponibilidade hidrica e intensidade de radiacdo solar (GOBBO-NETO, 2007;
GREAY; HAMMER, 2015).

Os metabdlitos secundarios produzidos nas plantas sdo obtidos a partir das
macromoléculas da rota biosintética primaria, originadas pelo metabolismo dos
carboidratos, através de quatro vias metabolicas principais (Figura 5): via do acido
chiguimico, do acetato-malonato, acetato mevalonato e via do metileritritol (SANTOS,
2007).

Muitos produtos naturais obtidos a partir de vegetais desempenham um papel
importante na interacao entre a planta e seu ecossistema, principalmente em fatores
bidticos, atuando como atrativos para polinizadores ou disseminadores de sementes,
na defesa contra inimigos naturais ou como aleloquimicos, na protecao contra raios
UV, dentre outras funcdes. (ARAUJO, 2002; KROYMANN, 2011; TAIZ; ZEIGER,
2017).
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Figura 5 - Sistema integrado do metabolismo primério e sintese do metabolismo

secundario
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Fonte: Adaptado de Taiz & Zeiger (2017)

Ha hipodteses classicas que buscam explicar a vasta diversidade metabdlica,
propondo que se trata de um processo reciproco e gradual de adaptacao e contra-
adaptacao entre plantas e seus inimigos naturais, moldado por selecdo matua para o
desenvolvimento de mecanismos de adaptacdo e competicio para a sua
sobrevivéncia (BROWN et. al, 1988; KARBAN, 1993). E evidenciada uma maior
capacidade de sintese de metabdlito secundario em espécies vegetais selvagens
(SOUZA FILHO; ALVES, 2006), contribuindo para a sobrevivéncia dessas espécies
(FUMAGALI et al., 2008).

2.3.2.1 Classificacdo e aplicabilidade dos metabdlitos secundarios

Os metabdlitos secundarios derivam n&do apenas por uma via metabdlica, como
a do acido chiquimico que origina 0os aminoacidos aromaticos, mas de uma
combinacao de unidades desta via com a via do acetato, como pode ser observado
na figura 6 (SANTOS, 2007), e podem ser classificados em trés grandes grupos de
acordo com sua composi¢ao quimica e semelhanca estrutural: substancias fendlicas,
terpenos e alcalbdides (SANTOS, 2007; TAIZ; ZEIGER, 2017).
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Figura 6 - Biossintese dos metabdlitos secundarios
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Os compostos fendlicos séo derivados do acido chiquimico e acido mevalonico.
Os alcaloides sé@o provenientes de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os
guais séo derivados do acido chiquimico e de aminoacidos alifaticos. Os terpenos séo
produzidos a partir do acido mevalbnico (no citoplasma) ou da rota do metileritritol
fosfato - MEP (no cloroplasto) (SIMOES, 2007). Flavonoides, taninos e ligninas fazem
parte dos compostos fendlicos; 6leos essenciais, saponinas, carotenoides e a maioria
dos fitoreguladorres séo terpenos; nicotina, cafeina e vincristina sdo alguns exemplos
de alcaloides (GREAM; HAMMER, 2015; TAIZ & ZEIGER, 2017).

A andlise fitoquimica possibilita identificar os grupos de metabdlitos
secundarios relevantes em diferentes amostras (FERREIRA; DANTAS, 2014)
contribuindo para elucidacdo dos mecanismos de acdo e aplicacdo de extratos

vegetais nas mais diferentes areas de interesse biotecnoldgico.
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2.3.2.1.1 Compostos fendlicos

A via do é&cido chiquimico e do acetato malonato sintetizam substancias
fendlicas com composi¢6es simples ou com alto teor de polimerizacéo, caracterizado
por possuir em sua estrutura pelo menos um anel aromatico com no minimo um
hidrogénio substituido por uma hidroxila (QUIDEAU et al., 2011).

Os fendis na maioria das vezes estdo complexados a carboidratos, proteinas
Ou a outros compostos vegetais, originando varias classes de acordo com 0s anéis
fendlicos e suas associacfes presentes em sua composicdo. Os compostos
resultantes sdo chamados de polifendis, e sdo classificados em dois grupos: 0s
flavonoides e os ndo-flavonoides e as ligninas e taninos (FERRERA et al., 2016;
ALSEEKH et al., 2020).

Os flavondides constituem um grupo de pigmentos vegetais, amplamente
distribuidos na natureza em células fotossintéticas, estando diretamente relacionada
a funcao de defesa contra insetos e microrganismos fitopatégenos, protecéo contra a
incidéncia de raios ultravioletas e atracdo de polinizadores (ALSEEKH et al., 2020).
Além disso compreende um dos grupos fendlicos mais importante e diversificado entre
os produtos de origem natural (MARTINS, 2011; PERVAIZ et al., 2020).

De importante aplicacdo na area clinica, os flavonoides demonstram forte
atividade antioxidante, eliminando radicais livres e metais quelantes, atuando nas
mais diversas areas como na promocdo da saude cardiovascular, inibicdo do
crescimento de tumores cancerigenos e na diminuicdo no risco de doencas
neurodegenerativas (SANGUIGNI et al., 2017; PEI et al.,, 2020). Além disso, séo
utilizados na industria de produtos petroquimicos, alimenticios, de cosméticos e
medicamentos para estabilizacdo de produtos poliméricos (PISOSCHI; NEGULESCU,
2011).

No entanto, devido a falta de antioxidantes naturais em larga escala,
atualmente a maioria dos produtos alimenticios e farmacéuticos contém substancias
sintéticas antioxidantes que causam preocupacdes sobre seus efeitos adversos a
salde (URQUIAGA; LEIGHTON, 2000; NIMALE et al, 2018).

Os compostos nao flavondides possuem composicdo bastante heterogénea,

sendo classificados como: os derivados do acido hidroxibenzoéico e os derivados do
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acido hidroxicinamico, de ocorréncia natural de facil identificagdo na natureza

(ANGELO; JORGE, 2007; ROCHA, 2011).

2.3.2.1.2 Terpenos

A via do acetato mevalonato e do metil eritritol fosfato sintetizam os
terpendides. Todos eles sdo formados pela unido de unidades isoprénicas de cinco
carbonos e, quando submetidos a altas temperaturas, podem se decompor em
isoprenos (TAIZ; ZEIGER, 2017). Oleos essenciais, saponinas, carotendides e a
maioria dos fitoreguladorres sao terpenos (PERES, 2004).

Bastante encontrado na natureza, podemos destacar os triterpendides que séo
responsaveis pela formacéo dos componentes das resinas, latex, ceras e cuticula das
plantas, assim como desempenham um importante papel na defesa contra insetos e
microrganismos (PERES, 2004; SIMOES et al., 2007).

2.3.2.1.3 Alcaloides

Os alcaloides sao substancias nitrogenadas ciclicas que possuem pelo menos
um atomo de nitrogénio (N) em um estado de oxidagdo negativo, provenientes de
aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do acido
chiguimico e de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina) (PIRES, 2004), permitindo a
formacao de diversas classes de alcaloides.

Em vegetais, os alcaloides possuem uma importante funcéo de protecao contra
patdgenos e herbivoros. Acredita-se que a interacdo planta-herbivoro foi um ponto
determinante para os efeitos fisiolégicos de varios compostos deste metabdlito em
animais (KUETE, 2014; BABY, 2015).

Nos vegetais, essas moléculas podem ser encontradas em diferentes
estruturas, a exemplo dos tecidos com crescimento ativo, células epidérmicas e
hipodérmicas, bainhas vasculares e vasos lactiferos (SIMOES et al., 2007).

Os compostos quimicos produzidos por plantas alelopaticas sdo denominados
aleloguimicos e, geralmente, sdo oriundos do metabolismo secundario das plantas,
atuando no processo de selecao dos hospedeiros (EL-SHAFIL; FALEITO; 2017). A

mudanca de habidos dos insetos pode ser identificada para auxiliar no processo de
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adaptacao para a sobrevivéncia, desenvolvendo mecanismos para tirar maior proveito

do que eles tem a oferecer. Inseto-praga sugadores evitam substancias deterrentes
produzidas por folhas danificadas, ou ainda toxinas existentes em cascas (KUMAR,
2012; EL-SHAFIL; FALEITO; 2017).

2.3.3 Propriedades antioxidante dos metabdlitos secundarios

Radicais livres (RL) s@o espécies quimicas altamente reativas, que possuem
em sua camada de valéncia elétrons desemparelhados, e por consequéncia,
assumem proeminente reatividade (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). As substancias
antioxidantes sao capazes de absorver e neutralizar RL e podem possuir origem
sintética ou natural (WONG et al., 2020). Esses compostos possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais.
Estdo amplamente distribuidos no reino vegetal, englobando desde moléculas simples
até outras com alto grau de polimerizacao (SOARES et al., 2008).

A maioria dos antioxidantes das plantas superiores sdo compostos fendlicos,
gue possuem propriedades redox que permitem atuarem como agentes redutores ou
doadores de hidrogénio, apresentando atividades biolégicas diversificadas como
antibacteriana, anti-inflamatoria, antialérgica, estrogénica, entre outras (ZANON,
2010). Aléem desses, citam-se ainda os antioxidantes ndo enzimaticos provenientes
da dieta ou suplementacdo, como por exemplo as vitaminas, o [(-caroteno, 0s
compostos fendlicos, flavonoides, entre outros (HUANG; PRIOR, 2005)

Sao muitos os trabalhos na literatura que reportam a utilizacdo de extratos
vegetais e sua utilizacdo como fontes de produtos naturais com acdo antioxidante
(KIRAN et al., 2015; KALEESWARAN et al. 2018; DATTA et al., 2019; KARANIKA et
al., 2019). E relatado também a presenca de atividade antioxidante e inseticida de
extratos vegetais, demonstrando a versatilidade funcional e o potencial biotecnolégico
gue essas preparacdes podem apresentar (CHUANG et al., 2018; RAJKUMAR et al.,
2019).

O controle de diferentes pragas, ao longo dos anos, foi alcangcado com
inseticidas sintéticos, porém esses compostos sao toxicos para 0s seres humanos e
seu uso continuo pode gerar sérios danos (EMBRAPA, 2018). A investigacdo de

preparagdes e compostos vegetais com atividade inseticida, na tentativa de minimizar
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0s sérios problemas como o surgimento de populacfes de insetos resistentes, €

também incentivada j& que ndo ha alvo especifico no tratamento com inseticidas
sintéticos (CAMAROTI et al., 2018)

Procopio (2015) demonstra o potencial onde extrato da folha de S.
terebinthifolius causaram danos ao intestino médio das larvas de Aedes aegypti,
interferindo na sua sobrevivéncia e desenvolvimento, sendo atribuido tal resultado a
presenca de derivados do &cido cindmico e flavondides. Assim como o extrato bruto
de Phragmites australis e a lectina obtida de sua folha (PAA) apresentaram toxicidade
contra A.pisum e M. persicae (ZAPATA et al., 2016).

2.4Tribolium castaneum (Herbst)

O T. castaneum é um inseto pertencente a ordem Coleoptera conhecido como
besouro vermelho da farinha, sendo um importante agente causador de grandes
prejuizos econdmicos em pos colheita e grdo armazenados na América do Sul como
trigo, milho e arroz (PERKIN; OPPERT, 2019).

O inseto apresenta ciclo de vida entre 30 a 40 dias e, ao chegar na fase adulta,
vive aproximadamente 4 anos, 0S 0vos sao esbranquicados, muito pequenos
(microscopicos) e cilindricos com restos de farinha aderindo a superficie, seguindo um
periodo de duracédo de até uma semana: 4-7 dias (DEVI E DEVI, 2015) chegando a
depositar 400 a 500 ovos nas fendas das paredes dos armazéns, na sacaria e sobre
os graos. Além disso, sdo capazes de sobreviver em vastas faixas de temperatura
(entre 22 e 40°C) e apresentam elevada resisténcia aos pesticidas sintéticos (LORINI,
2015).

As larvas sdo branco-amareladas, cilindricas, medindo at¢é 7 mm de
comprimento (Figura 7 B). As fases de ovos e pupas (estado intermediario entre
larvas e fase adulta), figura 7 A e C, apresentam maior resisténcia a acdo dos
inseticidas, sendo assim considerado uma importante praga de cereais de dificil
controle. Os adultos sdo besouros de coloragédo castanho-avermelhada, medindo de
2,3 mm a 4,4 mm de comprimento; o corpo e achatado e possui duas depressdes
transversais na cabeca (Figura 7 D). (GALLO et al., 2002; LORONI et al, 2015).

O tubo digestivo dos insetos esta dividido em trés por¢des: intestino anterior,

médio e posterior (Figura 8), onde o intestino médio representa a porcdo mais
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permeavel do tubo digestivo, produzindo varias enzimas digestivas e uma importante

membrana extracelular, a matriz peritrofica, composta por proteinas, proteoglicanos e
quitina. Esta matriz impede o contato direto com o alimento, a penetracdo de
patdbgenos e a manutencdo das enzimas em um compartimento ectoperitrofico
(HEGEDUS, 2009; NAPOLEAO et al., 2018; PINTO, 2019).

O intestino posterior possui permeabilidade superior a por¢cao anterior sendo
responsavel pela absor¢éo de substancias importantes antes da eliminacéo nas fezes.
Além disso, uma valvula pilérica esta presente na porcao final do intestino médio /
inicio do intestino posterior representando a origem dos tabulos de Malpighi, 6érgéos
excretores nos quais os residuos nitrogenados sdo excretados como &cido Urico
(NAPOLEAO et al., 2018).

Figura 7 - Fase de ovo (A), larva (B), pupa (C) e inseto adulto (D)

Fonte: http://grainscanada.gc.ca — Acesso em 10 de julho de 2022

O T. castaneum consegue se desenvolver bem em ambientes e alimentos
extremamente secos e essa capacidade se deve a presenca do tabulo de Malpighi
permitindo uma osmorregulacdo e uma reabsorcdo completa de agua, justificando a
alta resisténcia a maioria dos inseticidas comercializados (FREIRE, 2018). Sua
presenca em ambientes de armazenamento de grdos e sementes caracterizam um
indicativo de prejuizos e perdas ao setor produtivo, uma praga secundaria que se
alimenta da parte externa do grao e seus derivados (EMBRAPA, 2016; MAPA, 2021).

Em ambientes que estdo infestado pelo inseto, produz odor caracteristico
devido a secrecdo de uma substancia irritante e pungente que contém quinonas,

guando grandes populacdes ocorrem em farinhas, € possivel visualizar uma cor résea
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devido a contaminacdo por essas secrecdes e prejudicam suas propriedades

culinarias (ALENCAR et al., 2011).

Figura 8 - Visdo estrutural do intestino do inseto: intestino anterior, médio e

posterior
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A quantidade e a qualidade do alimento consumido na fase larval do inseto
interfere na taxa de crescimento, o tempo de desenvolvimento, o peso corporal, a
sobrevivéncia, bem como a fecundidade, a longevidade, seus habitos de vida e
convivio com outros insetos (PANIZZI e colaboradores, 2009). Tais informacdes
contribuem para diversos estudos envolvendo simulacdes para determinacdo de
danos econémicos causados por pragas ou a relacdo de preferéncia entre inseto e
planta (SOUZA et al., 2001).

Dados publicados pela Embrapa (2018) apontam o T. castaneum encontra-se

entre as oito principais pragas identificadas nas safras de soja no Brasil 2016/2017
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(Figura 9) sendo identificada ao longo de quatro anos de observacdo, assim

evidenciando a importancia em eliminar esse inseto-praga no momento do

armazenamento e preparo do grao para a comercializagao e/ou exportacao.

Figura 9 - Identificac&o dos principais insetos-praga nos gréos de soja colhidos
nas safras 2017
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Assim como em outras tentativas de controle de insetos-praga, a utilizacdo de
extratos de plantas vem ganhando espaco por ser de facil obtencdo e manuseio,
contribuindo de forma ativa no MIP associando de forma harmoniosa com técnicas
biologica, quimica, cultural e genética para reducao da perda da qualidade e producao
de graos armazenados (BRAGA; SOBRINHO et al., 2008,EMBRAPA, 2018).

Em se tratando do estado da arte do inseto praga T. castaneum, verifica-se
um grande interesse por parte do publico cientifico em busca de metodologias
alternativas que mostram efetividade no combate a este inseto. Como exemplo desse
repertoério, a utilizacao de didxido de silicio obtido da Terra de diatomacea (EMPRAPA,
2020) assim como destacam-se os deposicdes de patente (US4970069 A) para o
composto octilformato 2,6-dimetila que possui efeitos de atracdo para o inseto T.
castaneum. Um repelente contra diversas pragas, incluindo T. castaneum, também foi
patenteado (JPS63166814 A) de um extrato metandlico obtido a partir da espécie
Polygonum hydropiper L.

Estudos apontam a importancia da identificacdo de novos bioprodutos de

espécies de plantas com atividade inseticida, e que possam ser aplicados sob a forma
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de preparacées especificas e agricolamente aceitaveis (WAR et al., 2011; CORREIA;

SALGADO, 2011) explorando a diversidade e potencialidade de tais composicoes.

A busca por vegetais ou produtos obtidos a partir destes que possuam a
caracteristicas de inseticidas naturais que proporcionam menores danos ao meio
ambiente possuindo em sua composicdomoléculas biodegradaveis, com baixa
toxicidade e apresentem menor efeito deletério ao organismo nado-alvo, contribuem
diretamente para a reducdo da selecdo de insetos resistentes a agrotoxicos, sendo
uma opgao para o controle alternativo de inseto-praga (PAIVA et al., 2013; LORINI,
2015; REDDY; ANTWI, 2016).

Com auxilio dos testes de fitotoxicidade, os bioensaios envolvendo semente de
Lactuca sativa e a Artemia salina possibilita a identificacdo direta no impacto do
composto analisando o crescimento radicular e a germinacdo de sementes e a
mortalidade do microcrustaceo, respectivamente. Sao testes rapidos, de faceis
manipulacdo e manutencdo em laboratério, e econdmicos indicados para avaliacao
do risco potenciais no ambiente segundo a US Enviromental Protection Agency (EPA)
e deteccéo de efeitos ecotoxicologicos (JOHNSON et. al, 2015; LIBRALATO et al.,
2016).

Os extratos vegetais contém metabdlitos que geralmente atuam em multiplos
locais alvo e novos e reduzem o potencial de desenvolvimento de resisténcia em
insetos (ISMAR, 2006) contribuindo para o aprimoramento da agricultura sustentavel,
uma estratégia que fornecer aprimoramentos na produtividade de modo a atender as
crescentes necessidades alimentares de forma sustentavel (LYSON 2002;
ROCKSTROM, 2017).
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3.1 Objetivo geral

- Identificar, purificar e caracterizar uma lectina do colmo da G. angustifolia e avaliar o

efeito antioxidante e inseticida de preparac¢des lectinicas contra T. castaneum.

3.2 Objetivo secundéario

- Realizar a analise qualitativa de metabdlitos secundéarios presentes no extrato do
colmo da G. angustifolia;

- Avaliar o potencial antioxidante do extrato do colmo da G. angustifolia;

- Avaliar a toxicidade do extrato do colmo da G. angustifolia frente a organismos nao-
alvos (Artemia salina e Lectuce sativa);

- Extrair e isolar a lectina a partir do colmo da G. angustifolia;

- Caracterizar a lectina do colmo da G. angustifolia quanto ao efeito de pH,
temperatura e ions na atividade hemaglutinante;

- Avaliar o efeito de preparacdes lectinicas (extrato e lectina purificada) sobre a
deterréncia e sobrevivéncia de adultos do T. castaneum em condi¢des de laboratorio;
- Determinar os efeitos nutricionais (taxa relativa de ganho de biomassa, taxa de
consumo relativo e eficiéncia de conversdo do alimento ingerido) de adultos de T.
castaneum que ingeriram dieta artificial contendo extrato e lectina;

- Analisar os efeitos da ingestdo das preparacdes lectinicas (extrato e lectina
purificada) sobre a eclosdo do T. castaneum;

- Determinar os efeitos das preparacfes lectinicas sobre o perfil (colesterol,
triglicerideo, glicose e proteina) do T. castanenum.

- Avaliar o efeito do extrato aquoso e lectina sobre a eclosdo de larvas de T.

castaneum
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao das amostras G. angustifolia e sua identificacao

Os colmos da G. angustifolia foram coletados, a partir de 01 (um) ano de
idade, do Banco de Germoplasma do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da UFAL,
localizado no km 85 da BR 101, no municipio de Rio Largo, no Campus Delza Gitai.

Das amostras foram retiradas as folhas e transportadas em recipientes
plasticos até o laboratério de Metabolismos e Protedmica (LAMP) e mantidas a
temperatura ambiente durante 10 dias para secagem. O material vegetal seco foi
triturado com auxilio de um moinho de facas e peneirado (SL-32 Solabcientifica —
peneira de 18 mesh (figura 10).

A coleta do material vegetal foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio; processo n. 75928-1) e pelo Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN; processo n. A7TB527A).

Figura 10 - Moinho de facas utilizado para pulverizacdo do colmo desidratado G.
angustifolia (A); P6 obtido do colmo desidratado da G. angustifolia (B)

Fonte: elaborado pela autora, 2022

Uma amostra da espécie vegetal foi disponibilizada para identificacdo e

deposicdo de exemplar no repositorio Registro n® 650103 do Herbario MAC do
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Instituto de Meio Ambiente (IMA) do Estado de Alagoas. A planta selecionada

apresentava em sua estrutura todos 0s requisitos necessarios para a devida

identificacdo (colmo, ramos secundéarios com folhas e espinhos).

4.2 Preparo do Extrato Bruto do colmo desidratado da G. angustifolia

Para o preparo do extrato bruto, foi pesado 10 g de pé do colmo desidratado
do bambu, pesado em balanca analitica (Marte AY220) e foi exposto a 50 mL de
diferentes meios de extracéo: tampéao Tris HCI 50 mM pH 8,0, tampao fosfato de sédio
0,5M pH 7,2 e cloreto de sodio 0,15 M para selecdo do melhor meio contendo maior
namero de proteinas totais e atividade hemaglutinante especifica.

Para cada analise, a solucdo de extracdo foi mantida sob agitagcdo constante
durante 16 horas a temperatura de 4°C (agitador magnético IKA IKAMAG C-MAG
H57), para evitar a desnaturacdo das proteinas contidas no meio de extracdo. Ao
término, o extrato foi centrifugado (HERMLE- Z236K) por 15 min a 15000 xg a 4° C
para retirada do material particulado do meio. Em seguida, o sobrenadante foi

armazenado em tubo falcon 50 mL para submissé@o dos ensaios subsequentes.

4.3 Ensaio de atividade hemaglutinante

O ensaio de atividade hemaglutinante (AH) foi realizado em placas de
microtitulacdo, de acordo com a metodologia descrita por Paiva e Coelho (1992).
Aligquota (50 uL) da amostra foi diluida serialmente em NaCl 0,15 M antes da adicao
de 50 pL de suspensao (2,5 % v/v) de eritrécitos de coelho. A AH (titulot) foi expressa
como o inverso da maior diluicdo da amostra que promoveu a hemaglutinacdo. AH
especifica (AHE) foi definida pela razdo entre o titulo e a concentracdo proteica

(mg/mL).
4.4 Determinacao da Concentracdo de Proteina
A concentracdo da proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976),

usando albumina de soro bovino como padrao (250-0,009 ug/mL). Para isso foram

tomados 10 pL das amostras (extrato bruto e fracdo) diluidas em NaCl 0,5M (1:10), e
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190 pL de reagente de Bradford. Posteriormente as amostras foram incubadas por 5

min, e medido a absorbancia em espectrofotometro a 595 nm (VARIAN CARY 50 BIO).

As unidades correspondentes sdo (mg/mL) de proteina.

4.5 Teste de Inibicdo a Carboidratos

Para determinar a especificidade da lectina e confirmar a presenca de lectina
no extrato, a inibicdo da AH foi avaliada utilizando carboidratos e glicoproteinas como
descrito por Carvalho et al. (2015). Aliquotas de 50 uL da amostra diluidas serialmente
foram submetidas a incubacéo inicial em solucdo de carboidrato dissolvido em NacCl
0,15 M durante 15 minutos. Em seguida foram adicionadas 50 pL de suspenséo de
eritrocitos (2,5 % v/v) nos poc¢os de microtitulacéo e incubadas por um periodo de 45
minutos. Uma aliquota de 50 yL da amostra diluida serialmente em igual volume de
solucao salina de NaCl 0,15 M incubada com 50 pL de suspensao de eritrécitos de
coelho foi usada como controle negativo.

As concentracdes de solucdes inibidoras foram 0,1; 0,2; 0,4 e 0,5 M para os
carboidratos D-Galactose, D-Glicose, maltose, fucose, ribose, raminose,
glicopiranose, piranose, D-frutose, D-arabinose, D-lactose, manose, n-acetil-
monosamina, n-acetil-glicosamina, n-acetil-galactose e 500, 250 e 125 ug/mL para
glicoproteina (fetuina) valores pré-estabelecidos de acordo com Gomes et. al., 2013.
A inibicdo foi quantificada em razdo da reducdo da AHE quando comparado com o

controle negativo.

4.6 Precipitacdo com Sulfato de Aménio (NH4).SO,4 a Partir do Extrato da G.

angustifolia

Apbs a certificacdo da presenca de lectina no extrato bruto obtido a partir do
colmo da G. angustifolia, realizou-se uma precipitacdo salina com sulfato de aménio,
como forma de eliminar parte das proteinas contaminantes, e concentrar a atividade
lectinica. O fracionamento aplicado foi realizado em diferentes etapas de precipitacao,
submetendo a amostra a centrifugacéo refrigerada a 15000 xg (HERMLE- Z236K) a
4°C por 15 min. O volume inicial de extrato utilizado para a precipitacao foi de 10 mL.

Durante a adicao do sal, tomou-se a precaucao de que este procedimento fosse
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realizado de forma paulatina, e sob baixa agitacdo, visando uma solubilizacao

uniforme, e uma maior separagdo das proteinas em fungédo do grau de solubilidade.
ApOs a precipitagdo, as amostras coletadas foram submetidas ao teste de atividade

hemaglutinante, para verificar em qual fragéo estaria concentrada a lectina.

4.7 Cromatografia liquida por afinidade

Para a etapa de isolamento da lectina, foi utilizada a fracdo contendo a maior
atividade hemaglutinante especifica obtida a partir da etapa de pré-purificacdo do
fracionamento salino (precipitado 20%), que foi aplicada em uma coluna
cromatografica (10 x 2,5 cm) em matriz de quitina (Figura 11) previamente hidratada
com NacCl 0,15 M, seguida de 40 mL de tampéao de equilibrio Tris-HCI pH 8,0 50 mM,
a um fluxo de 0,2 mL/min em 2 volumes de coluna. Em seguida utilizou-se como
tampdes de eluicdo 20 mL de Tris-HCI contendo NaCl 0,5M pH 8,0, 20 mL de acido
acético 0,5 M e 20 mL éacido acético 1 M sendo coletadas fracdes de 2 mL, a 25°C.

As amostras coletadas foram monitoradas em espectrofotémetro a 280 nm e
avaliadas quanto a AH e dosagem proteica. As fracdes que apresentaram maiores AH
foram dialisadas separadamente em membrana semipermeavel com poros de 10 kDa
de diametro contra solucdo tampéao Tris-HCI pH 8,0 a 4° C durante 6 horas, com trocas
a cada 2 horas, para remocao do acido acético contidos nas amostras. Ao término do
procedimento foi observado seu potencial bioquimico em aglutinar hemacias de
coelho, assim como 16 mL foram acondicionadas em 3 tubos de vidros, vedadas com
papel filme e congeladas. Em seguida foram submetidas ao processo de liofilizacdo
(modelo LS3000, Terroni cientificos) por 24 horas.

As amostras foram ressuspendidas em 1 mL de Tris-HCI 50 mM pH 8,0 e

submetidas a analise em eletroforese para verificacdo da pureza da amostra.
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Figura 11- Cromatografia liquida em coluna de quitina

Fonte: elaborada pela autora, 2022.

4.8 Eletroforese SDS-PAGE

As amostras coletadas da cromatografia que apresentaram maiores atividades
hemaglutinantes foram reunidas e submetidas a eletroforese para confirmar o grau de
pureza da amostra e caracteriza-la quanto a massa molecular, utilizando gel de
poliacrilamida (PAGE) contendo dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) usando um gel
a 10 % (p/v) sob condicao nao redutora e redutora em presencga de B-mercaptoetanol
(LAEMMLI,1970). Foi utilizado um padrdo de massa molecular (2,5-200 kDa,
Invitrogen) de forma a identificar, de modo aproximado, o perfil das massas
moleculares das proteinas contidas no extrato organico. As bandas de polipeptideos
foram coradas com Coomassie Brilliant Blue (0,02 %, v/v) em acido acético a 10 %
(v/v) por 4h e, em seguida, revelado com solucdo descorante (10 % acido acético,
40% de metanol e 50 % agua mili-Q).

4.9. Avaliacéo do efeito da temperatura e do pH na AH

O teste de estabilidade térmica foi feito mantendo aliquotas de 200 uL da

amostra em tubos de 2,0 mL, a temperaturas que variaram gradativamente de 30 a
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100 °C, em banho maria com agua, durante 60 minutos. Apds esse periodo as

amostras foram centrifugadas (15.000 xg, 5 minutos, 25°C) para remover precipitados,
caso fosse formado, e em seguida foi realizada a atividade hemaglutinante do
sobrenadante e quantificado em razao do titulo.

O ensaio para avaliar a estabilidade da lectina purificada do colmo da G.
angustifolia em diferentes valores de pH foi realizado com aliquotas de 1000 uL que
foram colocadas em membranas semipermeaveis (poros de 12 kDa e diametro de 2,5
cm) para dialisar por 4 horas, com trocas a cada hora, contra varios tampdes com pH
variando de 3 a 12: Tampéao Citrato-fosfato 100 mM (pH 4,0), Acetato de sédio 100
mM (pH 5,0 - 6,0) Fosfato de s6dio 100 mM (pH 7,0), Tris-HCI 100 mM (pH 8,0) e
Glicina-NaOH 100 mM (pH 9,0 a 12,0). Em seguida, todas as amostras foram
submetidas aos testes de atividade hemaglutinante com suspenséo (2,5 % v/v) de
eritrécitos de coelhos, para verificagdo da melhor AH. Todos os ensaios foram feitos

em triplicata.

4.10 Avaliacao do efeito do EDTA e de ions divalentes sobre AH

A influéncia de cations divalentes (Ca?* e Mg?*) e do EDTA (agente quelante)
para a atividade hemaglutinante foi determinada conforme adaptacées do método de
PAJIC et al. (2002). Aliquotas de 1000 uL da proteina foram colocadas em membranas
semipermeaveis com poros de 12 kDa, apresentando diametro de 2,5 cm, e dialisadas
por 4 horas, com troca a cada hora contra 5 mM de EDTA as solucdes de Ca?* e Mg?*

a 10 mM. Aliquotas foram retiradas e avaliadas a atividade hemaglutinante.

4.11 Analise fitoquimica qualitativa do extrato do colmo da G. angustifolia

Para identificar classes de compostos oriundos do metabolismo secundario no
extrato aquoso de G. angustifolia, foi realizado uma analise fitoquimica qualitativa,
conforme descrito por Matos (1988), sendo utilizado para cada processo metodolégico
o volume de 3 mL para a prospeccao fitoquimica.

Baseado na metodologia adotada foi possivel realizar a prospeccdo de
compostos fendlicos, taninos, antocianinas e antocianidinas, flavonas, flavonais,

xantonas, chalconas, auronas, flavonondis, leconantocianidinas, catequinas,
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flavononas, esteroides, triterpenoides e saponinas. As reacdes qualitativas foram

avaliadas por meio da mudanca de coloracéo decorrente da presenca ou auséncia
dos compostos citados e, as analises, realizadas em triplicata.

4.11.1 Testes para fendis, taninos pirogalicos e taninos flobaténicos

Em um tubo de ensaio foram adicionadas trés gotas de solugéo alcodlica de
cloreto férrico (FeCls) e, apos leve agitacédo, foi verificada a formacéo de precipitado
e/ou mudanca de coloracdo, como indicativo da presencga/auséncia dos compostos
investigados (fendis, taninos pirogéalicos e taninos flobaténicos). A coloracéo entre o
azul e o vermelho é indicativa da presenca de fendis; ao passo que o precipitado
escuro de tonalidade azul confirma a presenca de taninos pirogéalicos (hidrolisaveis).
Finalmente, a formacdo da coloracdo verde representa indicativo da presenca de
taninos flobafénicos (taninos condensados ou catéquicos). Para comparacao, foi

realizado teste em branco utilizando apenas agua e o cloreto férrico.

4.11.2 Teste para leucoantonocianidinas, catequinas e flavanonas

Para esta analise, foram preparadas duas solucdes, uma ajustada a pH 2 com
adicdo de HCI (0,1M) e o outra alcalinizada pH 11 pela adicdo de NaOH (0,1M).
Ambas foram aquecidas com o auxilio de uma lamparina de alcool durante 3 min,
onde posteriormente foi observada a variacdo na coloracdo, como indicativo da

presenca ou auséncia dos compostos secundarios.

4.11.3 Testes para flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas

Em um tubo de ensaio contendo extrato aquoso da G. angustifolia, foi
adicionado uma fita de magnésio e 1 mL de HCI concentrado. Apds o término da
reacdo, indicada pela efervescéncia, esta aliquota foi comparada com a aliquota
acidulada do teste anterior 4.9.2 O surgimento ou a intensificacdo de cor vermelha
indica a presenca de flavonais, flavononas, flavonondis e/ou xantonas, livres ou seus

heterosideos.
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4.11.4 Teste para esteroides e triterpenoides

O residuo seco liofilizado do extrato aquoso da G. angustifolia foi
ressuspendido em 3 mL de cloroférmio e homogeneizado em um béquer. A solucéo
foi filtrada e adicionado 1ml de sulfato de sodio anidro (Na>SOas). Em seguida
adicionado trés gotas de &cido sulfarico concentrado (H2S0O4). A solucao foi agitada
novamente e observada a projecao de cores indicando: coloracdo azul evanescente
seguida de verde permanente indicativa para presenca de esteroides livres e,

coloracéo parda até vermelha como indicativo de triterpendides pentaciclicos livres.

4.11.5 Teste para saponinas

O residuo insoluvel em cloroformio, separado no procedimento anterior
(4.11.4), foi ressuspendido em 8 mL de agua destilada e a solugao filtrada para um
tubo de ensaio. Agitou-se o0 tubo com a solugdo por 3 minutos e observou-se a
formacao de espuma, a qual se for persistente e abundante (colarinho) € indicativa da

presenca de saponinas (heterosideos saponinicos).

4.12 Avaliacao da atividade antioxidante

Para determinacdo da atividade antioxidante do extrato de colmo de G.
angustifolia, foi avaliado o conteddo de compostos fendlicos totais, seguindo a
metodologia de Folin e a capacidade de captura do radical DPPH (2-difenil-1-
picrilidrazil), determinando a cinética e a concentracao efetiva para capturar 50% do
radical (NUNES et al. 2012).

4.12.1 Atividade de captura do radical livre DPPH

O extrato bruto do colmo da G. angustifolia foi submetido a andlise da sua
atividade antioxidante em diferentes concentracdes, partido de solucdes com
concentracdo de 100 mg/mL a 700 mg/mL.

Esse método se baseia na transferéncia de elétrons de uma substancia

antioxidante para um radical livre, DPPH, que ao sofrer a reducao, tem a coloracao
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alterada de puarpura para amarelo. O consumo de DPPH foi monitorado através da

medida do decréscimo da absorbancia das solu¢ées em um espectrofotdmetro UV-
Vis Agilent 8453 G 1103A a 517 nm (BIANCO et al, 2010).

Para o preparo da solugédo de DPPH (marca: Sigma Aldrich) em tubo protegido
de luz. Em seguida foi realizada a transferéncia do material pesado para um baléo
volumétrico homogeneizando em 100 mL de etanol absoluto e executou-se a leitura
em espectrofotometro apds 30 minutos. O procedimento foi realizado em triplicata e
repetido com padrédo de quercetina (3,74 pug/mL) e Trelox (4,09 pg/mL). Utilizou-se
metanol como branco.

O percentual de redugdo do DPPH, que também pode ser denominado
atividade de captura o radical livre, foi calculado utilizando-se a seguinte equacao:

Equacéo de reducéo do DPPH

%reducao= (A controle — A amostra) X 100
A controle

Onde A controle= Absorbancia da solucéo de DPPH;
A amostra=Absorbancia da solucdo do extrato do colmo da G. angustifolia com

DPPH ap6s 30 minutos.

4.13 Ensaio de ecotoxicidade

4.13.1 Lactuca sativa

Conforme apresentado no trabalho de Lyu e colaboradores (2018) a Lactuca
sativa € considerada como modelo para teste de fito-toxicidade, sendo recomendada
por diversas organizacdes internacionais (ISSO, EPA, OECD) para determinacdo dos
efeitos ecoldgicos de substancias tdxicas e padronizacdo dos ensaios de toxicidade.

Neste trabalho foram preparadas placas de Petri contendo um papel filtro, nas
guais foram adicionadas 5 mL de solucfes contendo 25, 50, 75 e 100 ppm de extrato
brutos do colmo da G. angustifolia acompanhados de grupos controles dgua destilada
(EPA, 1996), NaCl 1, 2, 4, 8, 16mg/mL e Tris-HCI 50 mM, este foi utilizado como

tampéao para extracdo do p6 do colmo da G. angustifolia. Em seguida, procedeu-se a
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adicdo de 15 sementes de L. sativa para cada placa e foram armazenadas em caixas

de isopor para evitar o contato com a luz durante um periodo de 8 dias.

Decorrido o periodo de incubacdo, as placas foram retiradas, e realizada a
observacéo do total de sementes germinadas e medicdo do tamanho das radiculas,
sendo os valores utilizados para a determinagdo dos indices de germinacao (IG) e
crescimento relativo (ICR), com vase nas Equacdes X e Y (YOUNG et al., 2012).

Equacéao X
ICR =CRA/CRC
Equacéao Y
IG = ICR x (SGA/SGC) x 100

Onde CRA €& o comprimento médio das radiculas da amostra, CRC o
comprimento médio das radiculas do controle, SGA o numero de sementes da
amostra e SGC é o numero de sementes germinadas do controle. A partir dos valores
obtidos foram tracados os graficos comparativos entre cada tratamento e o efluente a

partir do software Excel ®.

4.13.2 Artemia salina

A Artemia salina, crustaceo que se desenvolve em ambientes com alto teor de
sais foi selecionado para realizacdo de ensaios bem difundidos na literatura (KUMAR
et al., 2016; CANSIAN et al., 2017), onde foram adquiridos cistos de A. salina em loja
especializada em produtos para aquario e levados ao Laboratério Eletroquimica
Aplicada B (LEApB), para o experimento foi coletado agua do mar oriunda da praia de
Cruz das Almas — Maceio — AL.

A solucédo de agua do mar foi previamente aerada durante 30 minutos e entao
realizada a incubacédo de 50 mg de cistos de A. salina por 48 horas em béquer, onde
durante esse periodo os cistos foram mantidos em iluminacao de 10 W (lampada de
led), sendo realizado o controle de temperatura para manter a variagdo maxima entre
25 a 30 °C.

Foi coletado 10 mL de solucdo contendo 25, 50, 75 e 100 ppm de extrato do
colmo da G. angustifolia em tudo de ensaio, em regime de quadruplicatas, assim como

a realizacao de ensaios com grupos controles contendo agua destilada (EPA, 1996),
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NaCl 1, 2, 4, 8, 16mg/mL e Tris-HCI 50 mM, este foi utilizado como tamp&o para

extragao.

ApOs a eclosao das larvas foram dispensados cada tubo 10 larvas de A. salina,
0S quais permaneceram em contato com a solugcédo durante um periodo de 24 horas.
ApOs esse periodo, foi realizada a contagem de animais vivos e mortos expostos
durante o bioensaio, sendo este comparado com um grupo controle que recebeu
apenas 10 mL de agua do mar (ABNT, 2016) e tampdao Tris-HCI 50 mM pH 8,0, meio
de extracao utilizado junto ao pé do colmo do bambu. Foram considerados vivos os
organismos que apresentaram movimento quando observados proximos a fonte
luminosa durante dez segundos.

A partir da verificagdo da mortalidade das espécies de teste foi determinada a
CL50 para as amostras em estudo por meio do tratamento estatistico usando o
software GraphPad Prism® 6.0. Os resultados obtidos foram expressos graficamente
a partir do percentual das concentracdes das amostras do colmo da G. angustifolia,
em mg/L, necessaria para provocar a morte de 50% dos individuos.

Todavia, para os casos em gue ndo houve a possibilidade de determinacao da
CL50 em virtude do baixo efeito toxico, procedeu-se a apresentacédo dos dados por
meio de tabelas comparando o total de larvas vivas expostas as amostras com extrato

do bambu e tratados apods o periodo de 24 horas.

4.14 Bioensaios

4.14.1 Analises de bioensaio com inseto adulto do T. castaneum

4.14.1.1 Preparo das solucdes testadas nas analises de bioensaio

O extrato do colmo da G. angustifolia, descrito no item 4.2 foi pesado, para se
obter as doses de 25, 50 e 100 mg de extrato/mg de farinha de trigo comercial da
marca Sarandi sem fermento, seguindo a metodologia adotada por Napoledo et. al.,
(2013). Para a lectina Gal foram utilizadas as doses de 0,50 mg ; 0,75 mg ; 1 mg. Em
seguida, os volumes das solucdes foram completados para 5 mL com tampédo de
extracao e lectina misturados em 2g de farinha, a fim de serem pipetados nas placas

com os insetos (como descrito posteriormente).
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4.14.1.2 Obtengéao dos insetos utilizados no bioensaio

Os insetos de T. castaneum utilizados neste trabalho foram obtidos de uma
colénia do Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia de Insetos da Universidade Federal
de Alagoas. As colbnias foram mantidas a 30 °C com umidade relativa entre 70 e 80%
e fotoperiodo claro/escuro de 12h. Nos experimentos foram testados os insetos
adultos coletados ap6s 14 dias apos a coleta dos ovos. A utilizagdo dos insetos foi
autorizada pelo SISGEN (processo n. A375285)

4.14.1.3 Avaliagao da atividade inseticida do extrato e GaL

Apbs o preparo das concentracdes a serem avaliadas, 5 aliquotas de 200uL da
suspensao foram colocadas na placa de Petri e incubadas a 46 °C por 12 horas (Figura
12). ApGs este periodo foram adicionados 10 insetos adultos de T. castaneum.

A mortalidade ao longo do tempo (durante 30 dias ou até a morte de 100%
dos individuos) foi avaliada sendo considerados mortos quando néo respondiam aos
estimulos tateis. O ensaio foi realizado em quadruplicata e os controles negativos
foram realizados com o tampéao de extracao, Tris-HCI 50mM pH 8,0.

Figura 12 - Bioensaio utilizando oferta de dieta com extrato do colmo da G.

angustifolia e GaL em placa de petri ao inseto adulto T. castaneum

Fonte: elaborado pela autora, 2022
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4.14.1.3.1 Efeitos sobre a deterréncia, taxa de consumo relativo, sobrevivéncia e

indice nutricional

Utilizando a metodologia descrita no item 4.14 foi possivel avaliar o indice de
deterréncia do extrato de G. angustifolia e GaL por um periodo de 30 dias
ininterruptos, através de sua incorporacao a dieta artificial. O indice de deterréncia
(ID) foi determinado pelo seguinte equacdo matematica: ID (%) = 100 x (A-B)/(A), onde
A é a massa de alimento ingerida pelo inseto no ensaio controle, e B € a massa de
alimento ingerida pelo inseto no ensaio com o extrato do colmo da G. angustifolia e
GaL. As amostras com base na deterréncia alimentar classificam-se em: sem
deterréncia alimentar (IDA<20%), fraca deterréncia alimentar (50%> IDA > 20%),
moderada deterréncia alimentar (70%> IDA 50%), ou forte deterréncia alimentar (IDA
> 70%) (Liu et al., 2007).

Foram também avaliados os indices nutricionais: (1) taxa de consumo relativo
= C/(D x dias), onde C € a massa do alimento ingerido em mg e D corresponde a
biomassa inicial do inseto em mg; (2) taxa de crescimento relativa = E/(D x dias) em
gue E corresponde a biomassa obtida em mg; (3) eficiéncia de conversao do alimento
ingerido = E/(C x 100).

2.14.1.3.2 Avaliacao da taxa de eclosédo de larvas do inseto adulto do T. castaneum

Durante a realizacdo do bioensaio foi avaliado a capacidade de reproducéo dos
insetos apos 30 dias na dieta artificial contendo extrato de G. angustifolia e GaL, sendo
avaliada a contagem do numero de larvas que emergiram durante o bioensaio. Todos
os testes foram realizados em quadruplicata com um tampéao Tris-HCI 50mM pH 8,0

como controle negativo.
4.14.1.3.3 Determinacao da proteina, glicose, colesterol e triglicerideos
Os insetos foram avaliados ap6s o término do bioensaio ao serem expostas a

dieta adicionada a diferentes doses de extrato bruto do colmo da G. angistifolia e GaL.

Para esta avaliacdo, 10 insetos foram macerados em 600 ul de tampéao Tris-HCI
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50mM. Em seguida, o homogenato foi centrifugado por 15 min a 10.000 xga4°Ceo

sobrenadante foi coletado.

As amostras foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) para
quantificacdo de proteinas com albumina sérica bovina (BSA) como proteina padréao
(0,009-250 pg/mL). Para as analises de glicose, colesterol e triacilglicerol, foi utilizada
a metodologia padrdo dos kits comerciais (Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa,
Brasil). Todos os testes foram realizados em quadruplicata com um tampéao Tris-HCI

50mM pH 8,0 como controle negativo.

4.14.3.4 Andlise Estatistica

Os resultados das analises inseticida obtido com extrato aquoso da G.
angustifolia e GalL foram estatisticamente avaliados por método ANOVA a fim de
analisar os pressupostos parameétricos de normalidade e homogeneidade das
variancias dos residuos, e uma vez esclarecidos foram aplicados testes de deteccéo
de diferenca significativa, assim como a comparacao entre tratamentos pelo teste de

Tukey utilizando o software GraphPad Prism verséo 6.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Extracao do colmo da G. angustifolia
Os resultados obtidos a partir da analise da quantificacao proteica e AHE dos
extratos aquosos do colmo da G. angustifolia frente as diferentes solucbes de extracédo

testadas estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 -Teste hemaglutinante e quantificagéo proteica do extrato

MEIO DE EXTRACAO PROTEINA AH AHE
TOTAL (MG)

TRIS-HCL 50MM pH8,0 0,59 64 108,47

NACL 0,15M 0,13 8 60,15

NAH,PO, 0,5 M pH 7,2 0,15 8 52,28

Fonte: elaborado pela autora, 2022

A escolha do meio e as condi¢cOes de extracdo devem ser selecionadas a fim
de obter maior solubilizagcdo da biomolécula-alvo em sua forma ativa em solucéo
extratora. Dentre os meios estudados o Tris-HCI 50mM pH 8,0 apresentou maior
eficiéncia ao ser observado que, em 10g de p6 do colmo do bambu obteve-se uma
maior quantificacédo de proteina total (0,59 mg) e uma AHE de 108,47.

Diversos séo os trabalhos reportados na literatura envolvendo a utilizacéo de
Tris-HCI como meio de extracdo proteica (PAN et al., 2010; KOOSHA et al., 2013;
FERRERAS et al., 2021), etapa primordial para o estudo do potencial biolégico do
vegetal. A identificacdo da AHE no extrato obtido com o colmo da G. angustifolia
reforca a possibilidade da existéncia de lectina na amostra estudada, importante
passo para confirmacdo da sua presenca e para avaliar o potencial inseticida frente

ao inseto adulto do T. castaneum.
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5.1.1 Anélise fitoquimica do extrato aquoso do colmo da G. angustifolia

Apo6s a obtencdo do extrato bruto do colmo do bambu, de acordo com o
procedimento descrito em 4.2, foi realizada andlise fitoquimica, no qual revelou a
presenca de diversas classes de metabdlitos secundarios, conforme apresentado na
tabela 3.

A amostra estudada apresentou importantes compostos como taninos
flobafénicos, flavonas, flavondis, xantonas, flavononas, esterdides e saponinas
(RODRIGUEZ-CASADO, 2016).

Tabela 3 - Analise qualitativa dos principais componentes fitoquimicos do
extrato aquoso de G. angustifolia
COMPONENTES EXTRATO DE G.
FITOQUIMICO angustilolia
Fenois -
Taninos pirogalicos -
Taninos flobafénicos +
Antocianina e antocianidina -
Flavonas, flavondis e xantonas +
Flavononois -
Chalconas e auronas -
Flavononas +
Leucoantocianidinas -
Catequinas -
Flavononas -
Esteroides +
Triterpenoides -
Saponinas +

Teste positivo (+). Teste negativo (-)
Fonte: elaborado pela autora, 2022

As gramineas sao fontes de importantes estudos fitoquimicos, principalmente
em vegetais prontos para consumo e de importante suplementacdo alimentar como
trigo, arroz e milho (BENINCASA et al, 2020; SEM; CHAKRABORTY; KALITA, 2020;
DURU, 2020). Assim como identificado neste trabalho, Zhang e colaboradores (2010)
evidenciaram a presenca de flavondides no colmo da espécie de bambu Phyllotachys

nigra var. henonis, onde foi evidenciado que o extrato obtido da folha do bambu né&o
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apresentava toxicidade alimentar, sendo uma importante alternativa de aplicagdo na

area industrial, como nutracéutico e conservante de alimentos.

E possivel identificar varias espécies de vegetais que apresentam atividade
antioxidante e inseticida no qual podem ser atribuidas a acéo isolada ou sinérgica de
metabdlitos secundarios (GOMES et al., 2016), como as saponinas, flavonoides e
fendis descrito por Adusei et al (2019). J& os taninos e esterdides encontrados em
extratos vegetais sdo descritos como tendo potencial inseticida, atuando com uma
importante acao deterrente , interferindo no crescimento, sobrevivéncia e reprodugao
de insetos (STRONG, et al., 1984; SANTOS, et al., 2007, PAIVA et al., 2012,
FONSECA et al., 2018).

5.1.2 Resultados da anélise antioxidante do extrato do colmo da G. angustifolia

Os experimentos envolvendo o potencial antioxidante frente ao DPPH da
amostra estudada demonstraram um aumento no efeito dose-resposta onde o
aumento do percentual de sequestro do radical DPPH com o aumento da dose da

amostra, atingindo 50% ao avaliar a dose de 700 mg/mL (Figura 13).

Figura 13 - Atividade sequestradora de radicais DPPH em amostras do extrato

do colmo da G. angustifolia

80 =
60
40

——
20 = a

o-. T T

100 200 400 500

Percentual de reducdo DPPH (%)

Doses (mg)

Fonte: elaborado pela autora, 2022. Cada barra corresponde & média + de quatro repeti¢bes. Letras

diferentes indicam diferencgas significativas (p<0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.
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Gong et al (2016) apresentam que o aumento gradativo da concentragcédo do

extrato do colmo do bambu rico em compostos fendlicos, ap6s extracdo com éter
dietilico, atingiu um percentual de 83% de eliminacdo de radicais livres na presenca
de DPPH na concentragcdo de 8 pg/mL. A diferenca na forma de extracdo dos
compostos utilizada no presente trabalho, extracdo aquosa, provavelmente tenha
relacdo com a diferenga entre os resultados obtidos.

A escolha por extracdo em solventes aquosos deu-se porque objetivava-se
também extrair lectina. Solventes aquosos sdo mais adequados para a extracao de
proteinas na sua forma ativa (LUCARINI et al., 2008). Além disso, como pretendia-se
empregar o extrato na avaliacdo inseticida, solventes aquosos sao potencialmente
menos toxicos ao meio ambiente e, portanto, apresentariam maior potencial
biotecnoldgico (JOSHI et al., 2019; TAVARES et al., 2021).

Utilizando metodologia similar a aplicada no experimento com o colmo da G.
angustifolia, duas importantes espécies de bambus encontrados na América do Sul
também demonstram existir atividade antioxidante na presengca de DPPH em folhas
de G. angustifolia e Bambusa nutans (VALENCIA et al., 2011; THIPATHI et al., 2015).

Em nossos experimentos, o extrato do colmo da G. angustifolia apresentou
importantes compostos fendlicos em sua analise fitoquimica, sendo uma importante
evidéncia para justificar sua propriedade antioxidante. Resultado similar também foi
encontrado por Lu et al, (2005) onde compostos polifendlicos, como flavonadides,
foram identificados em folhas da espécie de bambu Phyllostachys nigra var. henonis.

A espécie estudada apresentou importantes compostos de interesse agricola
e terapéutico o que a torna uma amostra promissora para estudos fitoquimicos
guantitativos e de suas aplicacbes biotecnolégicas com potencial inseticida e
antioxidante (RODRIGUEZ-CASADO, 2016; ALSEEKH, et. al., 2020; KUNATSA et
al.,2020).

5.1.3 Resultados dos Bioensaios com o extrato do colmo da G. angustifolia

O resultado obtido a partir da ingestdo do extrato aquoso do colmo da G.
angustifolia durante 30 dias de experimento refletiu na mudanca do desenvolvimento
dos insetos adultos de T. castaneum, foi observada uma diminuicdo do consumo

relativo da dieta, mostrando ser moderadamente deterrente (Figuras 14).
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Figura 14 - Deterréncia alimentar dos insetos adultos de T. castaneum tratados

com diferentes doses do extrato de G. angustifolia.
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Fonte: elaborado pela autora, 2022. Cada barra corresponde a média + DP de quatro repeticfes. Letras

diferentes indicam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Os dados obtidos no grafico de crescimento do inseto e conversao em
biomassa da dieta ofertada corroboram com as alteracbes no consumo relativo do
alimento (Figura 15 A e B). Foi possivel observar que, ao término do bioensaio, 0s
resultados obtidos nas maiores doses estudadas, 50 e 100 mg, foram
significativamente iguais (p <0,05). Os insetos apresentaram reducédo da taxa de
crescimento relativo (figura 15 A) ndo conseguindo converter o alimento em biomassa
(Figura 15 B), obtendo valores negativos quando comparados ao grupo controle.

Semelhante a esse resultado, também foram detectados a perda de biomassa
e mortalidade nos bioensaios envolvendo adultos S. zeamais submetidos a dieta com
ar-turmerona isolada do 6leo essencial do rizoma Curcuma longa (Zingiberaceae)

(TAVARES et al., 2013) importante inseto praga de cultivares de milho.
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Figura 15 - Parametros nutricionais de adultos de T. castaneum mantidos em

dietas artificiais constituidas por discos de farinha de trigo preparados com
Tris-HCI 50 mM (controles) ou extratos do colmo da G. angustifolia. A taxa de
crescimento relativo (A) indica a quantidade de biomassa em mg obtida todos
os dias por mg de peso corporal inicial (B) (%) indica a quantidade de alimento
ingerido pelos insetos como biomassa.
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Fonte: elaborado pela autora, 2022. Cada barra corresponde a média + DP de quatro repeticdes. Letras

diferentes indicam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Foi observado uma taxa de mortalidade de 50% ao longo de 30 dias de
exposicdo com a dose de 50 mg e 100 mg (Figura 16). A dose de 25 mg ndo causou
mortalidade no inseto.

O uso de metabdlitos secundarios sdo uma das alternativas empregada para o
controle de insetos-praga sendo responsavel por afetar seu habito alimentar e
sobrevivéncia (CAMAROTI et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2020). Saponinas,
detectadas no extrato de colmo de G angustifolia, sdo reportadas na literatura com
potencial inseticida, como nos estudos apresentados por SANTIAGO et al., 2005,
possuindo dose letal 18,6 pg/mL para o estado larval de Aedes aegypti obtidas a partir

do extrato da planta Pentaclethra macroloba.
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Figura 16 - Sobrevivéncia dos adultos de T. castaneum tratados com diferentes

doses do extrato o colmo da G. angustifolia expressos pela curva de Kaplan-
Meier
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Fonte: elaborado pela autora, 2022

A presenca de taninos e saponinas atuam como um importante composto
fagoinibidor presente em extratos vegetais e responsaveis pelo potencial inseticida
em diferentes bioensaios (SHANTIBALA et al, 2012; GUIMARAES et al., 2014). Além
disso, a presenca destes metabdlitos secundarios apresentou uma importante acao
deterrente, como observado no bioensaio utilizando o extrato das sementes M.
oleifera frente ao inseto S. zeamais (DE OLIVEIRA et al. 2020).

Efeitos citotoxicos e antimicrobianos atribuidos as saponinas por interagir com
as membranas celulares, provoca a inducdo da formacdo de poros e causando
distirbios na permeabilidade celular (WINK, 2003) ou seja, a amostra estudada
apresenta substancias sintetizadas pertencente ao metabolismo secundario com
importante acao bioldgica contra pragas que infestam graos armazenados (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2005).

Ja4 os compostos fendlicos também apresentaram potencial antimicrobiano
sendo sugerido como mecanismo de acdo a capacidade de ligacdes a adesinas e
complexacéo a parede celular do microrganismo (COWAN, 1999), interagindo com
varias proteinas através de ligacdes de hidrogénio ou intera¢des idnicas e induzindo

by

alteracdes conformacionais que podem levar a perda da atividade e funcdo das
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proteinas (PAIVA et al., 2012). Tais substancias podem ser responsaveis por alterar

a microbiota que habita o intestino do inseto, alterando sua fisiologia e contribuindo
para a deficiéncia do crescimento do inseto (JARUSEVICIUS, 2018).

Além dos metabdlitos secundéarios, o extrato aquoso do colmo de G.
angustifolia contém lectina, como mostrado no presente trabalho. As lectinas também
podem interferir nos aspectos nutricionais e levar prejuizo no seu desenvolvimento ou

ainda a mortalidade de insetos.

5.1.4 Alteracdo metabolica do T. castaneum mantido em dieta artificial

A determinacdo dos teores de proteina, glicose, colesterol e triglicerideos
mostrou nas doses analisadas houve uma reducdo significativa (p <0,05) nas
dosagens de colesterol e triglicerideos quando comparadas ao grupo controle. N&o
apresentando diferenca significativa nos parametros proteina e glicose quando
comparada ao grupo controle (Figura 17).

Apesar do conhecimento acerca do metabolismo lipidico do inseto ser ainda
limitado, a absorcdo acontece pelas células do epitélio intestinal, penetram na
hemolinfa e em seguida sdo distribuidos em todo o organismo (ATELLA e
colaboradores, 2012). Dessa forma sugere-se que ao longo dos 30 dias de bioensaio
possa ter houve uma mobilizacédo das reservas lipidicas para atender as necessidades
do inseto, ja que o extrato do colmo da G. angustifolia apresentou acdo moderada

deterrente.
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Figura 17 - Perfil bioquimico de adultos de T. castaneum tratados com diferentes

dieta artificial contendo extrato do colmo da G. angustifolia. (A) Colesterol; (B)
Triglicerideo; (C) Proteina; (D) Glicose.
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Fonte: elaborado pela autora, 2022. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos pelo teste de Turkey (n=4).

5.1.5. Efeito do extrato de G. angustifolia na ecloséo de larvas do T. castaneum

Nos experimentos envolvendo a analise de eclosdo de larvas, foi possivel
observar uma reducdo significativa (p < 0,05) na porcentagem de larvas eclodidas em
todos os tratamentos em relacédo ao controle. As maiores doses estudadas (50 e 100
mg) apresentaram 60% de reducdo da eclosao larval guando comparados ao grupo

controle (Figura 18).



74
Figura 18 - Inibicdo da eclosdo de larvas de T. castaneum tratados com

diferentes doses do extrato do colmo da G. angustifolia
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Fonte: elaborado pela autora, 2022. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os

tratamentos pelo teste de Turkey (n=4).

Para que os insetos realize a oviposi¢ao é preciso que haja o acumulo de uma
grande quantidade de reservas nutritivas como proteinas, carboidratos e lipideos
necessarios para o desenvolvimento do embrido (ATELLA e colaboradores, 2012).
Assim com o extrato do colmo da G. angustifolia, o extrato da casca Genipa americana
também apresentou reducdo no numero de larvas de T. castaneum em bioensios no
decorrer de 28 dias (LIMA et al., 2020) contribuindo para a reducéo da proliferacdo do
inseto em ambiente laboratorial.

Panizzi (2009) descreve que para manter a fisiologia regular, os insetos
necessitam de lipideos para sua sobrevivéncia, como no caso das fémeas que utilizam
reserva lipidica para os maturacdo dos ovocitos ou ainda em casos de processo de
muda que requer um alto custo energético e para crescer e aumentar o peso necessita

aumentar as reservas energéticas.

5.1.6 Avaliacéo de toxicidade através do bioindicador

5.1.6.1 Taxa de sobrevivéncia da A. salina e avaliacdo da germinacao e crescimento

de hipocétilos e radiculas de L.sativa
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Foi possivel evidenciar que ndo foi gerado um ambiente téxico apos a

exposicao de 24 horas dos crustaceos a diferentes concentra¢des do extrato aquoso,
assim como néo foi evidenciado diferenca significativa ha andlise de germinacéo das
sementes e crescimento das raizes de alface ao ser exposto aos meio de cultivo
tampao e diferentes concentracdes do extrato do colmo da G. angustifolia ao longo do
bioensaio (Figura 19).

Schulz e colaboradores 2010 obtiveram resultados similares ao encontrados
em nossa pesquisa quando analisado o extrato aquoso da folha da espécie de bambu
Dendrocalamus giganteus Munru mostrando que nédo ha interferéncia alelopética do

bambu gigante sobre a semente de L. sativa.

Figura 19 - indice de germinacdo da sementes de L. sativa (A); Crescimento da
raiz (B); e partes aéreas de L. sativa (C) exposta a diferentes concentracdes de
extrato aquosos do colmo da G. angistifolia
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Fonte: elaborado pela autora, 2022. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo
com o teste de Dunnett (p <0, 05).
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Resultados diferentes foram encontrados em estudos conduzidos por Napoleao

(2013) onde o extrato da folha de Schinus terebinthifoius apresentou toxicidade em
bioensaios envolvendo A. salina, sendo considerado ndo seguro para ambientes que
contenham agua e alimentos para consumo humano.

A forma com que os extratos foram avaliados, através de incorporacdo em
dietas artificiais (TAVARES et al, 2021) , permite com que elas possam ser aplicadas
futuramente na forma de iscas dietéticas em, por exemplo, galpdes e armazéns, a fim
de conferir resisténcia aos grdos armazenados contra insetos. Pode-se ainda no futuro
acrescentar nas preparacdes estimulantes de apetite como 6leo de semente de
algodéo, ésteres de acido graxo de fitol, ésteres de acido graxo de geranil geraniol,
extratos de plantas, alcoois de plantas e suas combinacdes para aumentar a atracédo
do inseto alvo (SANTOS, 2007; MENGES et al., 2014; EL-SHAFIL; FALEITO; 2017).

Diante do exposto, € valido ressaltar a importancia do uso da amostra
estudada, na qual apresenta substancias naturais pertencentes ao metabolismo
primario e secundario com importante acao biolégica contra pragas que infestam
graos armazenados (SCHWAN-ESTRADA et al., 2005).

5.2 Isolamento da lectina (Gal)

5.2.1 Fracionamento salino do extrato da G. angustifolia

Apbs a definicdo do meio de extracdo com maior capacidade de obtencédo da

lectina, essa amostra foi submetida ao processo de fracionamento salino com sulfato

de amonio, como pode ser observado na tabela 4.
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Tabela 4 - Concentracdo e AHE das fragdes oriundas do fracionamento salino

com sulfato de aménio - (NH4).SO, frente a amostra do extrato do colmo da G.

angustifolia
AMOSTRA PROTEINA (MG) AH AHE
Extrato 29,565 64 108,47
F1- FO-20% (precipitado) 1,653 128 387,87
F2- F20-40% (precipitado) 0,980 - -
F3- F40-60% (precipitado) 0,708 - -
F4- F60-80% (precipitado) 0,551 - -
F5 — F80-100% (precipitado) 0,398 - -

Fonte: elaborado pela autora, 2020. AH: atividade hemaglutinante. AHE: atividade hemaglutinante
especifica.

ApOs as etapas realizadas de fracionamento salino foi possivel observar que a
AHE ficou concentrada na fracdo 20%, obtendo um acréscimo 3 vezes maior quando
comparada ao material de partida. Acredita-se que o processo de pré prutificacdo
tenha contribuido para a eliminacédo de compostos metabolitos encontrados no extrato
bruto (GOMES et al, 2012), como os taninos identificados na amostra estudada.

Para a etapa de pré-purificacdo, o extrato bruto do colmo da G. angustifolia foi
submetido as propriedades que o sulfato de amonio possui, favorecem a agregacéo
dos residuos hidrofébicos, auxiliam no processo de concentracdo da amostra
(LUCARINI et al., 2008). Outras lectinas também foram purificada utilizandas tal
técnica contribuindo para as proxima etapa cromatografica (CRUZ, et al., 2015; NAIK
et al., 2017; NUBI et al., 2021).

As propriedades que o sulfato de amoénio, favorecem a agregacéo dos residuos
hidrofébicos, auxiliam no processo de concentragcdo da amostra, sendo uma
importante etapa no processo de pré-purificacdo (LUCARINI et al., 2008). Cavada
(2019) também utilizou sulfato de amdnio, encontrando a fracdo ideal a 60% de
saturacao para concentrar a amostra vegetal de semente de Parkia panurensis antes
da etapa cromatografica de purificacdo da lectina PpL, que utilizou dois passos

cromatograficos em coluna sepharose-manose e dietilaminoetilcelulose (DEAE).
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5.2.2 Avaliagdo da especificidade da lectina do colmo da G. angustifolia a

carboidratos e glicoproteinas

Lectinas sdo capazes de reconhecer e se ligar de forma reversivel e especifica
amono, oligo ou polissacarideos, bem como a glicoconjugados. A Tabela 5 demonstra
dentre os carboidratos e glicoproteinas testados, o0 monossacarideo N-
acetilglicosamina, o dissacarideo maltose e a glicoproteina fetuina inibiram a atividade
hemaglutinante da amostra estudada, realizando uma reducéo da AH de 64 para 2.

Os demais carboidratos testados nao inibiram (NI) a atividade hemaglutinante.

Tabela 5 - Teste de inibicdo da atividade hemaglutinante do extrato bruto de G.

angustifolia por carboidratos e glicoproteina

LIGANTE ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE
DO EXTRATO

D-Frutose NI
D-Ribose NI
D-Glicose NI
D-Arabinose NI
D-Fucose NI
D-Galactose NI
D-Manose NI
Raminose NI
Piranose NI
Glicopiranose NI
N-acetilglicosamina 2
N-acetilmonosamina NI
N-acetilgalactosamina NI
D-Maltose 2
D-Lactose NI
Fetuina (glicoproteina) 2

Fonte: elaborado pela autora, 2022. NI: ndo inibiu

Outras lectinas apresentam a mesma caracteristica quanto a especificidade ao
N-acetilglicosamina. A PgTel, extraida do fruto da Punica granatum, apresentou uma
forte inibicho em sua atividade hemaglutinante quando tratada com 200 mM do
carboidrato (SILVA et al., 2016).
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Tal propriedade norteia a escolha da matriz de quitina, composta por longas

cadeias de N-acetilglicosamina, para o proximo passo, o isolamento da lectina do
colmo da G. angustifolia, assim como também estimula a avaliacdo da lectina na acao
inseticida. A literatura relata diversas lectinas com especificidade ao N-
acetilglicosamina com acéo inseticida contra insetos da ordem Coleoptera. WSMoL
diminuiu a taxa de ganho relativo de biomassa e a eficiéncia na conversdo de
alimentos ingeridos, o que pode ter impactos a longo prazo ao inseto S. zeamais. A
acdo de enzimas intestinais (B-glicosidase e a-amilase) dessa mesma espécie de
inseto foi reduzida em presenga da lectina do rizoma de Microgramma vacciniifolia
(MVRL). Ambas as lectinas s&o reconhecedoras de N-acetilglicosamina e foram
isoladas em coluna de quitina (ALBUQUERQUE et al., 2020; DE OLIVEIRA et al.,
2020).

5.2.3 Purificacédo da GalL

O resumo do perfil de purificacdo esta descrito na tabela 6, onde pode ser
observado os teores de proteina, AH, AHE e grau de purificacdo da nova lectina. A
lectina foi purificada com uma Unica etapa de cromatografia em coluna de quitina,
equilibrada com Tris-HCI 50 mM pH 8,0, sendo possivel observar a formacdo de um
pico proteico com atividade hemaglutinante eluido com acido acético 0,5 M. A amostra
ao ser submetida ao ensaio de AH apresentou um titulo com um valor de 64 e apds a
didlise de 2 horas em Tris-HCI 50 mM pH 8,0 apresentou uma queda na titulacédo para
32 (Figura 20).

Tabela 6 - Purificacdo da proteina do colmo da G. angustifolia

AMOSTRA PROTEINA(mg) AH  AHE FATORDE RENDIMENTO
(HAU/mg) PURIFICACAO (%)

EXTRATO 29,564 64 108,47 1 100

BRUTO

F 20% 1,653 128 387,20 1,0 20

Gal 0,88 32 2935,80 7,5 80

Fonte: elaborado pela autora, 2022. AH: atividade hemaglutinante. AHE: atividade hemaglutinante
especifica. HAU/mg: unidade de atividade hemaglutinante especifica/miligrama.
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Com rendimento total de 80%, a lectina purificada apresentou uma AHE de

2935,80 HAU/mg. A partir de 10 g do colmo do bambu foi possivel isolar 0,088 mg de
GAL com um rendimento de 80% e um fator de purificacdo de 7,5 vezes em relagao
ao extrato bruto. A partir do perfil de eluicdo da lectina, foi obtido um pico com uma
AH de 32 unidade de hemaglutinacdo. No processo de purificacdo da GaBL também
foi possivel observar um acréscimo no rendimento ao analisar o extrato bruto (100%),
fracdo 20 (40%) e GaBL (100%) (COSTA et al 2018). Esse acréscimo pode ser
decorrente da remocéao durante o processo cromatografico de algum agente presente
na fracdo que estava interferindo na atividade hemaglutinante da lectina. Gomes e
colaboradores (2013) relatam que compostos fendlicos podem formar complexos
insoliveis com proteinas, interferindo com sua atividade biol6gica. Na analise

fitoquimica realizada anteriormente foi verificada a presenca de fendis no extrato.

Figura 20 - Perfil de eluicdo da lectina purificada GaL por Cromatografia em

coluna de quitina

Crom atografia coluna de quitina

1.5= = 8
—@—  Tris-HCI50 mM pH 8,0

—¥®—  Tris-HCI50 mM + NaCl 0,5M pH 8,0

= 6 —&k—  Acido Acético 0,5 M

1.0+ .
—¥—  Acido Acético 1,0 M

—_—— Log Atividade Hemaglutinante

A 280 nm
L]
5

Hv ep 607

[N

0.0 T T t ¥ T T T T T T 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Amostra

Fonte: elaborado pela autora, 20

A cromatografia apresentou boa resolucdo, obtendo um pico em absorbancia a
280 nm na mesma regido que apresentou atividade hemaglutinante, nas fracées 34 a
50 (figura 20). Foi possivel identificar diversos trabalhos envolvendo a utilizacdo de
cromatografia em matriz de quitina para purificacdo de proteinas de origem vegetal,

como exemplos podemos citar a lectina MvRL (isolado do rizona Microgramma
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vaccinifolia) (ALBUQUERQUE et al., 2012), Copel, Stell (isolada da folha da S.

terebinthifolius e WSMol (isolada da semente Moringa oleifera) (ALBUQUERQUE et
al., 2012; GOMES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017) e lectinas de cogumelo Boletus
edulis (REID et al., 2022).

As lectinas vegetais estdo entre as primeiras proteinas a serem purificadas e
caracterizadas associando a técnicas de cromatografia de afinidade, sendo uma
ferramenta de escolha para obter preparagfes altamente purificadas, permitindo a
caracterizacao bioquimica das proteinas e determinacao de suas atividades biol6gicas
(SILVA et al., 2016; DE CONINCK; VANDANNE, 2021).

A fragéo obtida da lectina isolada foi denominada de Gal e a pureza do material
foi evidenciada em eletroforese em gel de poliacrilamida, em condi¢cdo desnaturante
(SDS-PAGE) e redutoras.

5.2.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE).

Na figura 21 pode ser visualizado, da esquerda para direita, na canaleta 1 a
massa molecular padrdao (MM) e, na canaleta 2, a proteina isolada. A metodologia
proposta favoreceu a purificacdo da proteina do colmo da G. angustifolia em um so6
processo cromatografico, sendo visualizado a massa da proteica purificada estimada
em aproximadamente 18,4 kDa.

Semelhante a este resultado, destacam-se os trabalhos com lectinas isolada
de conchas o mar Ruditapes philippinarum onde a proteina isolada apresentou um
peso molecular de 17,7 kDa (ZHANG et al., 2019), a da flor da espécie Chondrilla
caribensis 17 kDa (MARQUES et al, 2018) do broto de uma importante espécie de
bambu, Phyllostachys pubescens com 13 kDa (KAWAGISHI et al., 2001) e raiz de
Microgramma vaccinifolia com 17 kDa (ALBUQUERQUE et al., 2012) .

Ja na auséncia de B-mercaptanol a amostra ndo conseguiu penetrar no gel de
poliacrilamida, ndo sendo possivel visualizar nenhuma banda proteica. Outros ensaios
experimentais serdo necessarios para confirmar o peso molecular da lectina na
auséncia de agente redutor. Procopio (2017) relata a afinidade das lectinas as por¢des
glicidicas de glicoconjugados, viabilizando a formacdo de densos aglomerados
proteicos, dificultando a penetracdo da amostra nas canaletas de gel de

poliacrilamida.



82
Figura 21 - Eletroforese SDS-PAGE 11% em condi¢gdes desnaturante e redutora

da lectina de G. angustifolia (GaL). MM: marcador de peso molecular; C1l: GaL

com B-mercaptanol.
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Fonte: elaborado pela autora, 2022

As lectinas estdo presentes em maior quantidade em graos de leguminosas e
gramineas (ROSSI et al.,, 1984). Em 1991, Chrispeels e Raikhel (1991) ja
demonstraram que lectinas presente em sementes de gramineas com trigo (WGA),
cevada (BL) e arroz (RL) apresentaram afinidade a matriz de quitina e uma grande
homologia, possuindo 43 residuos de aminoacidos ricos em glicina e cisteina. Lectinas
ligadoras de quitina sdo caracterizadas por possuir massa molecular entre 3,1 a 20
kDa, (THEIS; STAHL, 2004), corroborando com os dados obtidos nos experimentos
realizados com colmo da G. angutifolia. No entanto, a massa molecular de lectinas
pode ser maior do que 20 kDa. Silva (2016) conseguiu isolar a lectina PgTelL da
semente da Punica granatum utilizando sulfato de aménio, obtendo melhor fragédo a
30% de saturacao, e utilizando um Unico passo cromatografico em coluna de quitina,

obtendo uma proteina de 26 kDa.
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5.2.3.1.1 Efeito da temperatura e do pH na AH em amostras de GalL

Conhecer o perfil de fatores fisico-quimicos que favorece sua condicéo ideal de
uma proteina permite conhecer e condicionar 0 meio para a manutencao e integridade
da estrutura nativa e consequentemente futura aplicacdo biotecnoldgica. (SILVA, et
al., 2009).

A Gal foi aquecida durante 60 minutos em faixa de temperatura de 30 a 100
°C e teve sua AH mantida até 50°C, em seguida perdendo 30% de sua atividade ao
atingir 80°C e a partir desta temperatura se mantendo estavel até 100°C, como pode
ser observado na figura 22.

Figura 22 - Efeito da temperatura na AH
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Fonte: elaborado pela autora, 2022. Analises das amostras realizadas ao decorrer 60 minutos de
exposi¢cdo no decorrer de hora de experimento

Lectinas como a GaBL também houve uma reducdo da sua atividade
hemaglutinante ao longo da exposicao, porém sem perder a atividade completamente
(COSTA et al.,, 2018), contudo algumas lectinas sdo sensiveis a alteracdo de
temperatura como a lectinas PruduNRL extraida da semente Prunus dulcis
(KRISHNAVENI et al., 2021).

A estabilidade proteica em altas temperaturas podem ser atribuida a presenca

de ligacdes dissulfeto em proteinas de plantas que sobrevivem em habitat quente,
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como lectinas isoladas de espécies presentes na Mata Atlantica como a Apuleia

leiocarpa e Bauninia forticata (SILVA et al., 2012; VAZ, 2013; SILVA et al., 2019;
FELIPPI et al., 2012; CARVALHO et al., 2015).

Envolvendo experimentos de estudo de estabilidade da lectina em diferentes
valores de pH, foi possivel observar manutencao da AH de Gal entre a faixa de ph 4-
6, havendo uma reducao de 50% ao ser exposta ao pH 8 e perdendo atividade ao ser
dialisada em solucéo na faixa de pH igual ou maior que 9 como pode ser visualizado
na figura 23.

Figura 23 - Efeito do pH na AH
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Fonte: elaborado pela autora, 2022

Resultado similar foi encontrado com a exposicdo de Drfl e PeRoL
evidenciando carater acido e ligeiramente basico da lectina extraida se sementes de
Dioclea reflexa Hook e da raiz da Portulaca elatior respectivamente (PINTO-JUNIOR
etal., 2017; SILVA et al., 2019). A atividade da lectina em pH acido e neutro incentivam
também a investigacao dos efeitos da lectina na nutricdo do inseto, considerando que
a digestéo de proteinas e a digestéo final dos carboidratos ocorre no intestino médio,

local em que o pH varia de &cido a neutro (SILVA et al., 2012).
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5.2.3.1.2 Efeito do EDTA e ions divalentes na AH

Apéds a exposicdo da GalL ao EDTA e ions metélicos foi possivel evidenciar que
nao houve reducgéo da atividade hemaglutinante (Figura 24).

Figura 24 - Avaliacdo do efeito de ions divalentes na AH

Fonte: elaborado pela autora, 2022

Tal resultado sugere que a proteina em estudo ndo necessita de ions divalentes
para sua atividade, ou provavelmente eles estdo fortemente ligados a proteina e a
didlise com EDTA nao foi capaz de interferir na estrutura proteica, sendo quelada por
esses ions (SANTIAGO et al., 2014).

Outras lectinas como CviLL, ALL, GaBL e JamuLL também né&o tiveram sua
atividade hemaglutinante alterada na presenca de EDTA e ions (LOSSIO et al., 2017,
CARNEIRO et al, 2017; COSTA et al., 2018; SANTOS, 2020. A néo interferéncia de
ions na atividade da lectina torna-se essencial para avaliacdo de atividade inseticida
visto que os insetos regulam as concentracdes de Ca?* na hemolinfa para manter a

salde dos tecidos e 6rgéos internos (BROWNE, 2018). J4 o Mg?* detectado em
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invaginagbes das células do tubulo de Malpighi em insetos estdo envolvidos no

transporte ativo de moléculas para a hemolinfa (DE AZEREDO-OLIVEIRA et al., 2012)
5.2.4 Bioensaio inseticida de Gal contra T. castaneum

ApGs conhecer o perfil da nossa proteina em estudo, foi realizado bioensaio
como descrito no tépico 4.14. Os resultados obtidos apresentaram uma baixa taxa de
deterréncia (< 20%) apés a exposi¢do do inseto adulto do T. castaneum a dietas

acrescidas de Gal nas doses de 0,75 mg e 1 mg (Figura 25).

Figura 25 - Deterréncia alimentar dos insetos adultos de T. castaneum tratados

com diferentes doses de GalL
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Fonte: elaborado pela autora, 2022. Cada barra corresponde a média + DP de quatro repeti¢fes. Letras

diferentes indicam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Os insetos expostos a dieta acrescida de Gal conseguiram realizar a
alimentacao, porém nas maiores doses estudas foi evidenciado uma pequena reducéo
dessa quantidade ingerida quando comparada ao grupo controle (Figura 26). Acredita-

se que a presenca da lectina em meio a dieta ofertada ao inseto contribuiu para a

reducédo da busca pela alimentacao.
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Assim como a Gal a lectina PAA e PHA nao apresentaram efeito deterrente ou

apresentaram baixa atividade deterrente ao ser ofertada com a dieta para Myzus
persicae e Sitibion avenal respectivamente (SPRAWKA et al., 2010; ZAPARA et al.,
2016) perturbando seu comportamento alimentar.

Figura 26 - Parametros nutricionais de adultos de T. castaneum mantidos em
dietas artificiais constituidas por discos de farinha de trigo preparados com
Tris-HCI 50 mM (controles) e GaL. A taxa de crescimento relativo (A) indica a
guantidade de biomassa em mg obtida todos os dias por mg de peso corporal
inicial (B) (%) indica a quantidade de alimento ingerido pelos insetos como

biomassa.
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Fonte: Elaborado pela autora. Cada barra corresponde a média + DP de quatro repeticdes. Letras

diferentes indicam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Ao término do bioensaio, foi possivel observar que nas maiores doses
estudadas houve um menor crescimento do inseto e conversao da dieta ofertada em
biomassa quando comparados ao grupo controle. Nao houve diferenca significativa
entre controle e a menor dose estudada (0,5 mg).

De Oliveira et al. (2020) ao estudar o efeito da lectina WSMoL em bioensaios
envolvendo um importante inseto-praga S. zeamais que infesta galpfes de graos

armazenados identificou que houve uma diminuicdo da taxa relativa de ganho de
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biomassa e a eficiéncia na converséo de alimentos ingeridos, mas nao exerceu agao

deterrente em bioensaios, afetando negativamente a fisiologia nutricional do inseto.
Um dos mecanismos de agdo proposto para a atuacao de lectinas com
potencial inseticida deve-se a sua propriedade de realizar ligagdo com
glicoconjugados presentes nas células epiteliais ao longo do trato digestivo de insetos,
interagindo com componentes de quitina no intestino do inseto e residuos de N-
acetilglicosamina da matriz peritréfica e/ou ligacdes a porcédo de acucar de enzimas
digestivas glicosiladas (MACEDO et al., 2007; FITCHES et al., 2008; NAPOLEAO et
al., 2013), prejudicando a integridade de estruturas de protecdo do inseto, o
mecanismo de absorc¢ao do alimento ingerido e consequentemente o desenvolvimento

do inseto em seu habitat.

5.2.4.1 Efeito da GaL na taxa de sobrevivéncia e taxa de ecloséo de larvas do inseto
adulto do T. castaneum

Foi evidenciado uma reducdo no numero de larvas eclodidas nas maiores
doses estudadas ao longo do 30 dias de observacéao do bioensaio (Figura 27). Outros
insetos como Anagasta kuehniella e Aedes aegypti também sofreram a interferéncia
na etapa de reproducdo na presenca de lectinas WSMoL e MuBL/MuHL,
respectivamente (De OLIVEIRA et al., 2017; ALVES et al., 2020) prejudicando

multiplicacdo das espécies.

Figura 27 - Inibicdo da eclosdo de larvas de T. castaneum tratados com

diferentes doses de GalL

151

%]
©
k=)
2 a
2 1 -
2 - T b )
(]
%]
© -T
Z
S 5
]
o
o
=z
(e T T
Controle 0,50 0,75 1

Doses (mg)

Fonte: Elaborado pela autora
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Com relagdo a taxa de sobrevivéncia, foi notificado 10% de mortalidade dos

insetos adultos na maior dose estudada (1 mg) apés 30 dias de experimento (Figura
28).

Figura 28 - Sobrevivéncia dos adultos de T. castaneum tratados com diferentes
doses de GalL expressos pela curva de Kaplan-Meier
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022

Assim como outras lectinas a GalL pode prejudicar a integridade de estruturas
de protecao do inseto presente na matriz peritréfica, prejudicando os mecanismos de
absorcao do alimento ingerido e consequentemente interferindo no desenvolvimento
do inseto em seu habitat. Assim como a GaL em bioensaios envolvendo lectina GNA
frente Myzus persicae foi observada uma taxa inferior a 10% de mortalidade em 14
dias de observacédo (DOWN et al., 2006).

Ao realizar andlise bioguimica do inseto foi possivel observar redugéo do teor
glicose, discretas variacdes no nivel de colesterol e ndo foi evidenciado alteracao dos
parametros envolvendo triglicerideo e proteinas apds a exposicéo a dieta contendo
GaL quando comparado ao grupo controle ao longo de 30 dias (Figura 29). Essa
reducdo no nivel de glicose sugere que ela tenha sido consumida devido a privacao
alimentar durante a realizacdo do bioensaio, e que diante disso nao seria possivel a
sintese de trealose, principal molécula de armazenamento de glicose na hemolinfa, e

gue € comumente requerida em casos de privacdo alimentar.
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Figura 29 - Perfil bioquimico de adultos de T. castaneum tratados com diferentes

dieta artificial contendo do GaL. (A) Colesterol; (B) Triglicerideo; (C) Glicose; (D)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos pelo teste de Turkey (n=4). Autor 2022

Em estudos envolvendo as lectina OfiL e MuLL, foi evidenciado a néo
ocorréncia de mortalidade aguda, mas a capacidade de afetar negativamente a
fisiologia nutricional dos insetos S. zeamais, 0 que pode causar impacto negativo a
longo prazo (SOUZA et al., 2018; DE SANTANA SOUZA et al., 2018) contribuindo
para a reducdo do comportamento destrutivo do inseto.

Diante dos resultados obtidos, ha perspectiva de utilizacdo em plantas
geneticamente modificadas, uma importante estratégia para o Manejo Integrado de

Pragas (MIP), é possivel futuramente ser feita a insercdo de genes das lectinas em
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plantas sensiveis para a expressdo ou producdo aumentada dessas proteinas

inseticidas, tal qual sugere o depdsito da patente Pl 9405668-4.
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CONCLUSAO

- G. angustifolia mostrou ser uma espécie promissora para o0s estudos de prospeccao
fitoquimica, apresentando uma grande quantidade de substancias fendlicas em sua
COMpOosIcao;

- Os resultados iniciais dos ensaios do extrato do colmo da G. angustifolia com agente
redutor DDPH demonstraram ser sensivel as concentragfes de compostos fendlicos
presentes no extrato, demonstrando ser uma amostra com potencial antioxidante;

- O extrato a 50 e 100 mg da G. angustifolia foi capaz de apresentar moderada
atividade deterrente e causar a mortalidade de 50% dos insetos adultos de T.
castaneum.

- O extrato da G. angustifolia mostrou ndo ser toxica contra organismos nao-alvos (L.
sativa e A. salina) nas concentracdes avaliadas ;

- As maiores doses do extrato estudadas (50 e 100 mg) apresentaram 60% de reducéo
da ecloséao larval do T. castaneum.

- A presente tese contribui para o “estado da arte” no estudo da atividade inseticida
obtido de extrato bruto do colmo da G. angustifolia;

- Uma nova lectina ligadora de quitina, denominada Gal, foi isolada do colmo da G.
angustifolia, com uma massa molecular de 18,4 kDa;

- Gal é uma lectina que apresentou resisténcia a uma ampla variacao de temperatura
e pH, além de nédo apresentar perda da sua atividade na presenca de ions. A atividade
hemaglutinante de GalL foi inibida na presenca de N-acetilglicosamina, maltose e
fetuina,;

- GalL apresentou baixo efeito deterrente alimentar, reducéo da taxa de conversao de
alimento e crescimento do inseto, promovendo 10% da mortalidade de T. castaneum;
- GalL constitui uma nova alternativa biodegradavel a ser considerada no controle

desta praga de grdos armazenados.
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Resumo: O besouro castanho avermelhadeo, Trikolium castaneum (Coleoptera:
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