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“O verdadeiro heroísmo consiste em persistir 

por mais um momento quando tudo parece 

perdido”. 

- Autor Desconhecido - 
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RESUMO 

Dioclea megacarpa Rolfe é usada como sinonímia de D. relexa var. grandiflora, uma 

espécie pertencente à família Fabaceae (Leguminosae). Estudos prévios, realizados por nosso 

grupo de pesquisa, demonstraram a presença em suas sementes de proteínas ativas contra fungos 

fitopatogênicos, dentre eles Aspergillus niger. Assim, o presente trabalho foi proposto no intuito 

de avaliar a bioatividade de proteínas de sementes de D. megacarpa contra fungos, conduzindo 

à sua purificação e caracterização parcial, bem como à investigação de seu mecanismo de ação. 

Outro objetivo deste trabalho foi examinar o potencial inseticida da lectina com especificidade 

por glucose-manose, isolada de sementes de D. megacarpa (Moreira et al., 1983), contra o 

bruquídeo do feijão-caupi Callosobruchus maculatus. Para tanto, farinha de sementes foi posta 

em contato com NaCl 0,15 M (1:5,  p/v), seguida de agitação contínua por 3 h, filtração em 

pano de trama fina, re-extração por 1 h e centrifugação a 11.500 x g, 30 min, 4 
o
C. O 

sobrenadante obtido, denominado de extrato total, se mostrou ativo contra A. niger e apresentou 

várias proteínas bioativas, compreendendo lectina (129,27 UH/mgP, com eritrócitos 

tripsinizados de coelho), inibidor de tripsina (18,91 mg de tripsina inibida/gF), urease (47,50 

U/gF), toxina (DL50 119,60 mgP/Kg de peso corpóreo de camundongo), quitinase (1,66 

nKat/mgP) e β-1,3-glucanase (0,55 nKat/mgP). Por outro lado, atividades peroxidásica e 

proteolítica não foram detectadas. Para purificação da proteína antifúngica, foram realizadas 

cromatografias em matrizes de Sephadex G-50, Quitina e Resource-Q, essa última acoplada ao 

sistema de FPLC. A proteína antifúngica purificada de sementes de D. megacarpa, denominada 

de Dm-PAF, com massa molecular aparente de 67-68 kDa (PAGE-SDS), não mostrou 

atividades hemaglutinante e quitinásica e apresentou sua seqüência NH2-terminal bloqueada. 

Dm-PAF,  em concentração baixíssima (0,015 µgP/µL), se mostrou capaz de inibir o 

crescimento das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Candida tropicalis, cuja investigação do 

mecanismo de ação não revelou envolvimento dessa proteína com bombas de H
+
-ATPase. Em 

adição, a lectina ligante a glucose-manose, obtida na cromatografia em Sephadex G-50, mostrou 

potente atividade inseticida contra C. maculatus, interferindo em parâmetros importantes 

relacionados ao ciclo de vida do inseto. Os dados apresentados mostram as sementes de D. 

megacarpa como uma rica fonte de proteínas interessantes, possivelmente envolvidas no 

mecanismo de defesa das plantas.  

(XII) 
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ABSTRACT 

Dioclea megacarpa Rolfe is the correct synonym for D. relexa var. grandiflora. This 

species belongs to Fabaceae, the legume family. Previous studies, realized in our research 

group, showed the presence of active proteins for several phytopathogenic fungi in the seeds of 

this species, among of them Aspergillus niger. Thus, the present work was proposed with the 

objective of determining the bioactivity of protein(s) from D. megacarpa seeds against fungi, 

leading to its/their purification and partial characterization and further investigation of its/their 

action mechanism. Another approach of this work it was analyze the insecticidal potential of 

glucose/mannose-specific lectin, isolated from D. megacarpa seeds (Moreira et al., 1983), 

against the cowpea bruchid Callosobruchus maculatus. For this, seed flour was placed in 

contact with 0.15 M NaCl (1:5, w/w), followed by stirring for 3 h, filtration through a nylon 

cloth, re-extraction for 1 h, centrifugation at 11,500 x g, for 30 min, at 4 
o
C. The supernatant 

obtained, named total extract, showed antifungal activity against A. niger and presented several 

bioactive proteins, including lectin (129.27 UH/mgP, using trypsinized rabbit erythrocytes), 

trypsin inhibitor (18.91 mg de tripsina inibida/gF), urease (47.50 U/gF), toxin (LD50 119.60 

mgP/Kg mice body weight ), chitinase (1.66 nKat/mgP) e β-1,3-glucanase (0.55 nKat/mgP). On 

the other hand, peroxidasic and proteolytic activities were not detected. For purification of 

antifungal principle, several chromatographies were performed on Sephadex G-50, Chitin and 

Resource Q, this last connected to an FPLC system. The purified antifungal protein, named Dm-

PAF, with apparent molecular mass of 67-68 kDa (SDS-PAGE), did not show any 

haemagglutinating or chitinolytic activity and presented its NH2-terminal sequence blocked. 

Dm-PAF, at a very low concentration (0.015 µgP/µL), it was able to inhibit the growth of 

Saccharomyces cerevisiae and Candida tropicalis yeasts. The investigation of the antifungal 

action mechanism excluded the possibility of interaction between Dm-PAF and H
+
-ATPase 

pumps. In addition, the glucose/mannose-specific lectin, obtained from Sephadex G-50 column, 

exhibited a potent insecticidal activity against C. maculatus, interfering in important parameters 

related to life cycle of this insect. These data show to be the D. megacarpa seeds a rich source 

of biologically interesting proteins, possibly involved in the defense mechanism of plants. 
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            Estimativas apontam para um crescimento em torno de 1.900% na quantidade de 

agroquímicos liberados no ambiente nos últimos 50 anos, visando o combate de insetos-

praga e fungos fitopatogênicos (KARUNGI et al., 2000). Esse fato aumenta 

consideravelmente os custos na produção agrícola, além de não se mostrar tão eficiente, 

reduzindo em apenas 7% os prejuízos na agricultura, e de deixar resíduos indesejáveis 

no meio ambiente e nos alimentos, causando, inclusive, contaminações aos agricultores 

(CARLINI e GROSSI-DE-SÁ, 2002, SMAGGHE et al., 2006, FIELDS, 2006, SÁ et al. 

2009). Refletindo a não eficiência completa dos agroquímicos, sobressaem-se as 

estimativas de perdas agrícolas causadas por fungos, 12% do potencial de grãos (LEE et 

al., 2003), e por insetos, 10% da produção armazenada, representando mais de 90 

milhões de grãos (CARLINI e GROSSI-DE-SÁ, 2002).  

Buscando amenizar o quadro apresentado, estudos têm sido direcionados para a 

detecção de novas substâncias bioativas (DUKE, 1993, DAAYF et al., 1995, 

TEGEGNE et al., 2008, RIZZELLO et. al., 2009) Muitas das substâncias descritas são 

de natureza protéica e, a maioria dessas, de origem vegetal, dada a grande 

biodiversidade desse reino. Algumas dessas proteínas têm se mostrado passíveis de 

serem expressas em plantas transgênicas devido ao seu potencial em proteger culturas 

economicamente importantes, contribuindo para a redução do uso de produtos químicos 

na agricultura (GAO et al., 2000; VILA et al., 2001; GONZALES et al., 2002; 

MORENO et al., 2003; VICENT et al., 2007). Todavia, é fato que, para uma utilização 

segura dessas proteínas, conhecimentos prévios sobre suas propriedades estruturais, 

biológicas e fisiológicas são de extrema relevância.  

Com base no exposto, e em consonância com os trabalhos realizados por nosso 

grupo de pesquisa, tendo como foco a participação de proteínas de origem vegetal como 

armas de defesa contra fungos e insetos, é que o presente trabalho foi proposto. Para 

tanto, foi buscada uma espécie presente na caatinga cearense para servir de material de 

estudo. Esse bioma foi selecionado pelo seu potencial para prospecção de novas 

proteínas bioativas e, sobretudo, por ter sido pouco explorado cientificamente 

[MARACAJÁ et al., 2003; AMBIENTE BRASIL-AMBIENTE NATURAL 

(CAATINGA), 2009]. A espécie selecionada foi a Dioclea megacarpa Rolfe, pois um 

“screening” prévio realizado em nosso laboratório mostrou a presença em suas sementes 

de substâncias ativas contra os fungos fitopatogênicos Aspergillus niger, Fusarium 

oxysporum, F. viguliforme e Penicillium herguei. Contudo, não havendo sido realizado 

um estudo mais aprofundado com foco na purificação e caracterização da(s) 

http://www.ambientebrasil.com.br/composer.php3?base=./natural/index.html&conteudo=./natural/biomas/caatinga.html
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substância(s) bioativa(s), o presente trabalho foi proposto. Para monitorar a purificação 

da(s) substância(s) antifúngica(s) foi usado como modelo experimental um dos fungos 

descritos, o A. niger, dada à confirmação de sua identidade por seqüenciamento do 

DNA ribossomal.  

No início do desenvolvimento do presente trabalho, alguns questionamentos 

surgiram, dentre esses: (a) o princípio responsável pela atividade antifúngica seria de 

natureza protéica? (b) caso fosse, essa atividade seria devido à lectina descrita por 

Moreira et al. (1983)? (c) A exemplo de outras lectinas, a lectina descrita por Moreira et 

al. (1983), cuja é de fácil obtenção, apresentaria atividade inseticida contra C. 

maculatus?  

Diante das considerações feitas, foi formulada a hipótese a seguir: “Sementes de 

D. megacarpa constituem-se em uma rica fonte de proteínas de defesa, ativas no 

controle de fungos e do inseto C. maculatus”. Para testar essa hipótese, os seguintes 

questionamentos foram elaborados: 

 

1. Qual(is) proteína(s) seria(m) responsável(is) pela atividade antifúngica 

detectada no extrato total de sementes de D. megacarpa?  

2. A lectina, descrita por Moreira et al. (1983), seria capaz de interferir 

negativamente em parâmetros importantes relacionados ao ciclo vital do 

inseto C. maculatus? 

 

No intuito de responder aos questionamentos supracitados, várias abordagens 

experimentais foram feitas, incluindo diferentes técnicas de purificação e caracterização 

de proteínas, além de bioensaios com fungos e inseto.  
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2.1 - Defesa Vegetal 

 

 

Ao longo da evolução, as plantas desenvolveram um sofisticado e elaborado 

sistema de defesa, como forma de defesa diante do grande número de inimigos 

potenciais que as cercam, abrangendo fungos, insetos, bactérias, vírus, ácaros, 

nematóides e mamíferos. Esse mecanismo de defesa é mediado por reações complexas, 

muitas dessas sendo ativadas em resposta a tais agressores (FRITG et al., 1998; SHAO 

et al., 1999; VERONESE et al., 2003; MONTESINOS, 2003, JONES e TAKEMOTO, 

2004; FERREIRA et al., 2007, CHANG et al., 2008). Essas reações apresentam 

semelhanças com o sistema de imunidade inata, isto é, não mediado por anticorpos dos 

animais (MOLINA, 2003). 

A velocidade com que a planta reconhece a presença do agressor determina a 

rapidez da resposta à invasão. Se a resposta for mais rápida do que o processo de 

infecção/predação, a planta pode conter o agressor, caracterizando a resistência; caso 

contrário, uma situação definida como suscetibilidade predomina (SHEWRY e LUCAS, 

1997, DATTA e MUTHUKRISHNAN, 1999; HAMMOND-KOSACK e JONES, 2000, 

DE WIT, 2007). 

As duas principais estratégias relacionadas à defesa de plantas contra o ataque de 

pragas e patógenos compreendem as defesas pré-formadas ou constitutivas e as defesas 

pós-formadas ou induzidas (NÜRNBERGER et al., 2004; FERNANDES et al., 2006). 

As defesas constitutivas são compostas de estruturas físicas e químicas, que funcionam 

como barreiras visando conter a invasão de microorganismos. As defesas físicas são 

representadas por pêlos, tricomas, espinhos, ceras, parede celular, dentre outras 

estruturas. Já as defesas químicas consistem de reações bioquímicas que ocorrem nas 

células e tecidos vegetais, produzindo substâncias com ação tóxica ao patógeno ou que 

são capazes de criar condições adversas ao seu desenvolvimento na planta (BOWLES, 

1990, OLIVEIRA, et al., 2004). Essas substâncias são representadas por terpenóides, 

ácidos hidroxâmicos, glicosídios cianogênicos, compostos fenólicos, peptídeos etc 

(MENEZES e JARED, 2002). 

A outra linha de defesa, compreendendo os mecanismos de resposta induzidos, 

corresponde a qualquer mudança morfológica ou fisiológica, resultante da ação de 
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patógenos. Quando as plantas são atacadas por fitopatógenos, é desenvolvido um 

mecanismo de defesa conhecido como Resposta Hipersensitiva (HR) (WANG et 

al.,1996; LAMB e DIXON, 1997). Essa resposta é caracterizada pela falência rápida do 

tecido vegetal ao redor do sítio de infecção, resultando em necrose, que impossibilita a 

propagação do patógeno para outros tecidos da planta, interrompendo, assim, a 

manifestação da doença. A planta, também, pode desenvolver uma resposta conhecida 

como Resistência Sistêmica Adquirida (SAR), sendo estabelecida após a HR. Essa 

resposta é caracterizada pela ativação sistêmica de várias classes de genes que 

codificam proteínas relacionadas à patogênese, denominadas simplesmente de PR-

proteínas, e pelo desenvolvimento de uma resistência prolongada a infecções causadas 

por uma gama de patógenos, inclusive por aqueles diferentes do patógeno que iniciou o 

ataque (STINTZI et al., 1993; KESSMANN et al., 1994; STICHER et al., 1997; VAN 

LOON e VAN STRIEN, 1999b, GHOSH, 2009).  

 

 

2.2 - Proteínas Envolvidas na Defesa Vegetal 

 

 

As plantas dispõem de um vasto número de peptídeos e proteínas, dentre outras 

substâncias, capazes de protegê-las contra o ataque de pragas e patógenos. A síntese de 

algumas dessas proteínas é induzida por agentes bióticos ou abióticos, outras são 

expressas constitutivamente (VAN DEN BERGH et al., 2002, OLIVEIRA 2004). 

Várias são as proteínas vegetais supostamente envolvidas na defesa vegetal. As 

mais conhecidas incluem lectinas, inibidores de proteases, proteínas inativadoras de 

ribossomos (RIPs dos tipos 1 e 2) e glico-hidrolases (BOWLES, 1990; CHRISPEELS e 

RAIKHEL, 1991; PEUMANS e VAN DAMME, 1995; KOIWA et al., 1997, NASI et al. 

2009). Uma família que, também, merece destaque é a das PR-proteínas, em particular as 

quitinases (SINGH, et al., 2007). Outras proteínas envolvidas na defesa de plantas são as 

arcelinas, canatoxina, toxina da soja e formas modificadas de proteínas de estocagem 

(CARLINI e GROSSI-DE-SÁ, 2002; VASCONCELOS et al., 2008). Há, ainda, um 
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grupo de compostos de defesa denominado de peptídeos antimicrobianos ou AMP, 

compreendendo tioninas, defensinas, proteínas de transferência de lipídios, peptídeos tipo 

heveína e tipo “knottin” (VAN DEN BERGH et al., 2002). Alguns dos compostos 

citados defendem o vegetal do ataque de insetos fitófagos, outros de fungos, bactérias ou 

vírus. Há, ainda, aqueles que são potentes contra a ação de mais de um tipo de agente 

agressor (DATTA e MUTHUKRISHNAN, 1999; LI e CLAEESON, 2003, LAM e NG, 

2009).  

 Dentre os compostos citados, as lectinas se destacam como proteínas de defesa 

por sua ampla atuação frente a herbívoros e patógenos. Tal proteção ocorre devido à sua 

capacidade de ligação a glicoconjugados e, conseqüente, desestabilização do 

metabolismo do agressor, exercendo, assim, efeitos deletérios (BANDYOPADHYAY et 

al., 2001). Em animais superiores, essa interação pode ocasionar efeitos agudos e/ou 

crônicos. Os efeitos agudos são caracterizados por vômitos, náuseas e diarréia com 

conseqüente prejuízo à permeabilidade da mucosa intestinal. Os efeitos crônicos levam, 

principalmente, à hiperplasia e à hipertrofia do intestino delgado (VASCONCELOS e 

OLIVEIRA, 2004). Em insetos, são muitos os efeitos deletérios associados à ação de 

lectinas. Todavia, há consenso de que um requisito básico para que lectinas possam 

exercer ação inseticida é sua resistência à proteólise por enzimas digestivas. Assim 

sendo, essas proteínas podem interagir especificamente com glicoconjugados na 

superfície do trato digestório de células epiteliais do inseto, ou mesmo com enzimas 

digestivas glicosiladas, interferindo na assimilação de proteínas e prejudicando, por 

conseguinte, a digestão e absorção de nutrientes (JANZEN et al., 1976; GATEHOUSE 

et al., 1995; CARLINI e GROSSI-DE-SÁ, 2002; MACEDO et al., 2007). 

 Lectinas, também, têm mostrado ação contra fungos. Essa ação é verificada 

especialmente naquelas que se ligam à quitina, como as lectinas de batata e tomate 

(SCHLUMBAUM et al., 1986). A lectina de Urtica dioica (UDA), com 8,5 kDa, é um 

outro exemplo, tendo se mostrado capaz de inibir o crescimento de diversos fungos por 

atuar na síntese e/ou deposição de quitina na parede celular (BROEKAERT et al., 

1989). Ação antifúngica também foi verificada na heveína (500-2000 µgP/mL), que 

mostrou atividade inibitória sobre a germinação de esporos e crescimento de hifas de 

Pyrenophore triticirepentis (VAN PARIJS et al., 1991). Mais recentemente, foi descrito 

o potencial antifúngico da lectina cotiledonária de Lutzelburgia auriculata (LAA), 

tendo sido constatada sua liberação no meio circundante durante a germinação, além da 
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expressiva inibição dos fitopatógenos Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium solani, 

Aspergillus niger e Sacharomyces cerevisiae (MELO et al., 2005).  

 Além das lectinas, um destaque também deve ser dado para as PR-proteínas. 

Essas proteínas foram reunidas em diferentes grupos, de acordo com suas características 

físico-químicas e imunológicas, assim como grau de similaridade (STINTZI et al., 

1993). Atualmente, as PR-proteínas estão classificadas em 17 grupos, como mostrados 

na TABELA 1, todos eles apresentando atividade antifúngica e/ou antibacteriana in 

vitro. Muitas dessas proteínas estão expressas constitutivamente nas plantas, porém, em 

baixos níveis. Outras nem mesmo são detectadas em condições fisiológicas normais. 

Todavia, em ambos os casos, uma elevação significativa é observada quando o vegetal é 

submetido a condições de estresse (CHRISTENSEN et al., 2002). 

Dentre o grupo das PR-proteínas, sobressaem-se como potentes proteínas de 

defesa as quitinases. Essas enzimas são capazes de hidrolisar quitina, um polímero de 

(β-1,4) N-acetilglucosamina (CHEONG et al., 2000, KAO et. al., 2009). Plantas 

superiores produzem diferentes tipos de quitinases, diferindo na estrutura protéica, 

substrato específico, mecanismo de catálise e sensibilidade para inibidores (BRUNNER 

et al., 1998). As enzimas da classe I, conceituadas atualmente como quimerolectinas, 

possuem 39 a 42 resíduos de aminoácidos compondo a extremidade NH2-terminal 

(domínio heveínico), apresentando alta similaridade com os domínios de ligação à 

quitina presentes na UDA, lectina de trigo (WGA) e heveína. Em contrapartida, as 

quitinases da classe II não apresentam capacidade de ligação à quitina, não possuindo 

esse domínio na extremidade NH2-terminal. Mesmo assim, ambas são consideradas 

quitinases, dada à atividade quitinásica demonstrada, revelando que a ação da enzima é 

independente do sítio de ligação a carboidratos. Já as da classe III apresentam atividade 

lisozímica e não se assemelham estruturalmente com os outros tipos. As outras classes 

incluem: classe IV, na qual as enzimas apresentam alta similaridade com as da classe I 

(SANTOS et al., 2004); classe V, que apresenta dois domínios de ligação à quitina 

(GOMES, 2002) e classe VI, cujos componentes são similares a algumas quitinases 

bacterianas (SANTOS et al., 2004). Os principais alvos das quitinases são os fungos 

fitopatogênicos. Como exemplos de quitinases antifúngicas, as de milho, tabaco, 

ervilha, abacaxi, feijão, trigo e cevada podem ser citadas, tendo sido verificados seus 

efeitos inibitórios na germinação de esporos e/ou desenvolvimento de hifas (TAIRA et 

al., 2005). 
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Família Membros Atividades 

   

PR-1 Fumo PR-1 Antifúngica, anti-oomicetos 

PR-2 Fumo PR-2 Β-1,3-glucanase 

PR-3 Fumo P, Q Quitinase 

PR-4 Fumo R Quitinase (Classe I) 

PR-5 Fumo S Thaumatina-Like 

PR-6 Tomate Inibidor I Inibidor de Protease 

PR-7 Tomate P69 Endoproteinase 

PR-8 Quitinase Pepino Quitinase 

PR-9 Peroxidase Formadora de 

Lignina/Fumo 

Peroxidase 

PR-10 Salsinha PR-1 Ribonuclease-like 

PR-11 Quitinase Classe V Fumo Quitinase 

PR-12 Defensinas Antifúngica 

PR-13 Tioninas Antifúngica 

PR-14 LTP4 Cevada Proteína transferidora de lipídio 

PR- 15  OxOa Cevada Oxalato oxidase 

PR- 16 OxOLP Cevada Oxalato oxidase-like 

PR- 17 PRp27 Fumo Desconhecida 

 

TABELA 1 - Famílias de Proteínas Relacionadas à Patogênese (PR-Proteínas) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Van Loon et al., 2006. 
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A atividade antifúngica das quitinases pode, ainda, ser potencializada pela sua 

associação com outras proteínas de defesa, dentre elas osmotinas, -1,3-glucanases e 

proteínas inativadoras de ribossomos (NEHAUS, 1999). 

Além das quitinases, estudos também têm sido direcionados para outras classes 

de PR-proteínas, dentre as quais estão peroxidades, proteases, proteínas do tipo 

taumatina, defensinas, β-1,3-glucanases, tioninas, proteínas de transferência de lipídios 

(LTPs), inibidores de proteinases, proteínas inativadoras de ribossomos e glicoproteínas 

ricas em hidroxiprolinas (VAN LOON, 1999; SELITRENNIKOFF, 2001). 

Ainda com foco na defesa vegetal, além dos peptídeos e proteínas já citados, 

ressaltam-se aqueles ligantes à quitina nativa e/ou a oligômeros de N-acetilglucosamina 

(GlcNac). Esses componentes estão comumente presentes na constituição de fungos e 

insetos, possibilitando a ligação dessa classe de proteínas/peptídeos. Essa interação 

pode afetar, de forma negativa, o crescimento de fungos e insetos, levando à proposição 

de que esses compostos ligantes à quitina apresentam um papel de defesa nas plantas 

(RAUSCHER et al., 1999; ZAREIE et al., 2002). Dentre esses compostos encontram-se 

as quitinases básicas ou de classe I, as lectinas de gramíneas, WGA e suas três 

isoformas, de U. dioica e de solanáceas, peptídeos antimicrobianos de amaranto, Ac- 

AMP 1 e Ac-AMP 2, e heveína (MIRELMAN et al., 1975; SCHUMBAUM et al., 

1986; BROEKAERT et a.l, 1989; VAN PARIJS et al., 1991, 1992; LEE et al., 2003).  

 

 

2.3 - Predadores Vegetais 

 

 

2.3.1 - Fungos  

 

Estima-se que há mais de 1,5 milhões de espécies fúngicas no mundo, embora 

apenas cerca de 70.000 tenham sido descritas. Fungos são microrganismos eucariotos, 
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heterotróficos, aclorofilados, absortivos, imóveis, possuindo como principais barreiras de 

proteção a membrana plasmática e a parede celular (ADAMS, 2004). 

O gênero Aspergillus é um exemplo vastamente distribuído na natureza, 

agrupando organismos considerados fungos da terra que, freqüentemente, colonizam 

plantas, levando à queda da safra na agricultura (GREGORY, 1973). São encontrados 

com alta freqüência como saprofíticos (BARKAI-GOLAN, 1980, 2002; SNOWDON, 

1990). Durante seu ciclo de vida, muitas espécies de Aspergillus são capazes de produzir 

diversas micotoxinas em frutas e vegetais (MOSS, 1977; SCOTT, 1994, 2004). 

 Uma espécie de Aspergillus que pode causar doença em plantas é o A. niger, que 

ataca com freqüência sementes armazenadas, prejudicando a germinação. Essa espécie é 

encontrada, principalmente, em bulbos e grãos. Esse fungo também é conhecido como 

mofo negro dos bulbos de cebola, devido à cor escura das estruturas do patógeno 

(BERGAIMIN et al., 1995). A classificação taxonômica do A. niger compreende:  

Reino: Fungi 

    Divisão: Eucomyceta 

       Classe: Deuteromicetos 

           Ordem: Moniliales 

              Família: Moniliacea 

                 Gênero: Aspergillus 

                      Espécie: Aspergillus niger 

 

 

2.3.2 - Insetos  

 

 

Os insetos representam um grupo diverso de animais, possuindo um milhão ou 

mais de espécies (LALITHA et al., 2005). Tem sido estimado que metade deles seja 

composto por espécies fitófagas, competindo com o homem na busca por recursos 

disponíveis na natureza (DALY et al., 1978). Esses animais são considerados os mais 
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devastadores de todas as pragas conhecidas, cuja ação predatória sobre plantações tem 

sido responsável por perda na produtividade final de várias culturas de importância 

agrícolas (VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004). 

 Callosobruchus maculatus (Fabr., 1975) (Coleoptera: Bruchidae), conhecido 

popularmente como gorgulho, é uma espécie bastante estudada por ser a principal praga 

de estocagem do feijão-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] (MACEDO et al., 2007). O 

cultivo dessa leguminosa ocorre, principalmente, na Região Nordeste do Brasil, fazendo 

parte, inclusive, da alimentação básica de sua população, constituindo-se em uma das 

principais fontes de suprimento protéico (OIGIANGBE e ONIGBINDE, 1996, RAMOS 

et al., 2007). 

Esse coleóptero passa pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto. A fêmea adulta faz 

postura na parte externa do grão, onde o ovo fica aderido, ocorrendo alguns dias depois 

penetração das larvas, completando, assim, seu desenvolvimento. No estágio inicial, o 

inseto se alimenta do endosperma e num estágio posterior do embrião da semente. Esse 

processo de alimentação causa uma considerável perda de peso, redução de nutrientes e 

do poder germinativo em sementes (PUZZI, 1977; CARDOSO, 2000). As perdas nos 

períodos de infestação severa podem chegar a 100%, dentro de 6 meses (HALL et al., 

1997). 

Os métodos convencionais de controle ao C. maculatus com inseticidas orgânicos 

sintéticos têm apresentado, não raras vezes, resultados insatisfatórios. Além desse 

problema, o uso repetido, por décadas, desses inseticidas, tem prejudicado o controle 

biológico pelas enemias naturais e levado ao surgimento de espécies de insetos 

resistentes aos pesticidas (SALUNKE et al., 2005, SOMTA et. al., 2008). Ainda que o 

pesticida tenha sido eficaz, há possibilidades de re-infestação do inseto, pelas más 

condições de armazenamento das sementes. Assim, as limitações de ordem econômica e 

suas desvantagens, como a toxicidade, dificultam o emprego dessa forma de controle 

com sucesso (ARRUDA e BATISTA,1998).  
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2.4 - Mecanismo de Ação de Proteínas Antifúngicas 

 

 

Os mecanismos de ação dos peptídeos e proteínas antifúngicos são diversos, 

sendo os mais comuns aqueles envolvendo uma atuação direta na membrana plasmática 

e/ou na parede celular do fungo, ou ainda, em alvos intracelulares 

(SELITRENNIKOFF, 2001; THEIS e STAHL, 2004; WANG e NG, 2005). 

A membrana celular dos fungos é formada por uma bicamada lipídica composta 

de fosfolipídeos, esfingolipídeos e esteróis, sendo alvo de vários grupos de peptídeos e 

proteínas antifúngicos (TOSSI et al., 2000). Essa membrana, a rigor, funciona como 

uma barreira dotada de permeabilidade seletiva, além de participar de outras 

importantes funções, tais como transdução de sinais, transporte de solutos, alvo 

energético, replicação do DNA, secreção, dentre outras. As proteínas antifúngicas são 

capazes de interagir com componentes lipídicos dessa membrana, levando à formação 

de poros, alteração no potencial de membrana e efluxo de componentes celulares 

essenciais (PATTON e LESTER, 1991; THEIS e STAHL, 2004). Outra forma de 

atuação das proteínas antifúngicas seria nas proteínas periféricas ou integrais presentes 

na membrana celular. Melo et al. (2005) demonstraram que a lectina cotiledonária de L. 

auriculata era capaz de promover ação inibitória sobre fungos, através de sua interação 

com bombas H
+
-ATPases presentes na membrana celular. Essas bombas de prótons são 

responsáveis pela regulação e manutenção do gradiente de prótons necessário para a 

entrada de nutrientes na célula (SERRANO, 1989; MONK e PERLIN, 1994), em um 

processo denominado antiporte. 

Outro mecanismo de ação antifúngico seria pela capacidade de proteínas 

interagirem, degradarem, ou inibirem a produção de qualquer um dos constituintes da 

parede celular do fungo, constituída por quitina, β-1,3- e β-1,6-glucanos, ácidos urônicos, 

mananas e proteínas (FIGURA 1). Exemplos de proteínas antifúngicas que atuam por 

esse mecanismo incluem β-1,3-glucanases (RAIKHEL et al., 1993), quitinases (SINGH 

et al., 2007), lectinas (VAN PARIJS et al., 1991), proteases (MENDIETA et al., 2006), 

dentre outras. 
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FIGURA 1 - Esquema estrutural ilustrativo da parede celular de fungos. Fonte: 

Selitrennikoff (2001). 
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Proteínas antifúngicas podem, ainda, penetrar na célula fúngica e interagir com 

uma variedade de alvos intracelulares, prejudicando, por exemplo, a síntese de 

proteínas, DNA, RNA e esteróis (ODDS et al., 2003). Algumas proteínas inativadoras 

de ribossomos são bons exemplos, possuindo atividade antifúngica intrínseca devido à 

sua habilidade em depurinar o rRNA, resultando no impedimento da síntese protéica. 

RIPs do tipo 2 podem, inclusive, se ligar às células fúngicas e formar um canal, que 

permite a entrada do efetômero (cadeia A), possuidor de atividade N-glicosidásica, 

provocando danos ao RNA (HWU et al., 2000).  

 

 

2.5 - Dioclea megacarpa Rolfe 

 

 

Fabaceae (Leguminosae) compreende uma larga família de plantas florescentes, 

representada por Orquidacea e Compositae, com três subfamílias compreendendo 650 

gêneros e mais de 18.000 espécies (VARELA et. al., 2004). A tribo Phaseoleae 

compreende um vasto número de gêneros, sendo economicamente a mais importante 

das tribos de Fabacea. Essa tribo pode, ainda, ser dividida em oito subtribos: Diocleinae, 

Cajaninae, Phaseolinae, Clitoriinae, Ophrestiinae, Kennediinae, Erythrininae e 

Glycininae (POLHILL, 1994, VARELA et al., 2004). 

Espécies da subtribo Diocleinae são mais encontradas no Novo Mundo, 

apresentando uma série de características primitivas: freqüência de flores largas com 

proeminentes discos sobre o ovário, hilo geralmente alongado e aminoácidos do tipo 

canavanina estão usualmente presentes (VARELA et. al, 2004). Treze gêneros de 

Diocleinae foram reconhecidos, compreendendo Dioclea, Cymbosema, Cleobulia, 

Canavalia, Pachyrhizus, Macropsychanthus, Luzonia, Camptosema, Cratylia, Collaea, 

Galactia, Calopogonium, e Herpyza (VARELA et al., 2004). Dioclea megacarpa Rolfe, 

conhecida vulgarmente como mucunã, é uma leguminosa arbustiva, cujas flores são 

roxas, se mostrando rica em aminoácidos não protéicos, do tipo L-canavanina (FIGURA 

2). 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TH7-49SN9G4-1&_user=686348&_coverDate=01%2F31%2F2004&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5275&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000037259&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686348&md5=f40874cc818ad23808468a5006cba53b#bib23
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FIGURA 2 - Exsicata Dioclea megacarpa Rolfe. 

Fonte: Herbário Prisco Bezerra – UFC. 
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Dioclea megacarpa Rolfe foi classificada anteriormente como Dioclea 

grandiflora (Mart.) no herbário da Universidade Federal do Ceará, Prisco Bezerra. 

Conseqüentemente, alguns trabalhos foram publicados com a classificação incorreta 

dessa espécie.  

Os estudos referentes a componentes protéicos dessa espécie se restringiram ao 

isolamento e caracterização das lectinas glucose/manose específica (MOREIRA et al., 

1983) e lactose específica (MELGAREJO et. al., 2005), bem como do inibidor de 

tripsina (CARVALHO et. al., 1988). Dentre essas proteínas, apenas a lectina 

glucose/manose específica foi estudada biologicamente, onde se enfocou os efeitos 

causados pela ingestão por animais superiores (GRANT, 1991). 

A taxonomia dessa espécie está apresentada a seguir: 

 Reino: Plantae 

    Divisão:Magnoliophyta 

         Classe: Magnoliopsida  

                Ordem: Fabales 

                      Família: Fabaceae 

                           Tribo: Phaseolea 

                                 Subtribo: Diocleinae 

                                     Gênero: Dioclea 

                                         Espécie: Dioclea megacarpa Rolfe 
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33..  OOBBJJEETTIIVVOOSS  
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3.1 - Gerais 

 

 

  Avaliar a bioatividade de proteínas presentes em sementes de Dioclea 

megacarpa Rolfe contra fungos, conduzindo à sua purificação e caracterização 

parcial, bem como a investigação de seu mecanismo de ação; 

  Examinar o potencial inseticida da lectina glucose-manose ligante (Moreira et 

al., 1983) presente em sementes de D. megacarpa contra o inseto Callosobruchus 

maculatus. 

 

 

3.2 - Específicos 

   

 

  Avaliar o potencial fungicida do extrato protéico preparado a partir de farinha 

de sementes de D. megacarpa frente a fungos filamentosos e leveduriformes, 

através de medidas da inibição da germinação e/ou do crescimento em ensaios in 

vitro; 

  Purificar e caracterizar parcialmente, a partir do extrato total de sementes de D. 

megacarpa, a(s) proteína(s) ativa(s) contra fungos;  

  Buscar dados que contribuam para o conhecimento do mecanismo de ação da(s) 

proteína(s) antifúngica(s), avaliando dentre outras propriedades, sua capacidade de 

interação com bombas de H
+
-ATPase; 

  Avaliar o potencial inseticida da lectina reportada por Moreira et al. (1983) 

contra Callosobruchus maculatus, através da análise de parâmetros relacionados 

ao ciclo vital do inseto.  
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44..  MMAATTEERRIIAAIISS  
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4.1 - Sementes 

 

 

Sementes de Dioclea megacarpa Rolfe (mucunã) foram coletadas em excursões 

para os municípios de Crato e Quixadá, localizados no estado do Ceará, regiões 

integrantes do bioma da caatinga. 

 

 

4.2 - Eritrócitos 

 

 

Os eritrócitos utilizados nos ensaios de hemaglutinação foram obtidos a partir de 

amostras de sangue de coelho albino adulto (linhagem Nova Zelândia), mantido no 

biotério do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal 

do Ceará (UFC). 

 

 

4.3 - Animais de Experimentação 

 

 

4.3.1 - Camundongos 

 

 

Camundongos Swiss (Mus musculus), 20 a 25 g, foram obtidos de colônias do 

Biotério Central da UFC. 
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4.3.2 - Callosobruchus maculatus 

 

 

Gorgulhos (Callosobruchus maculatus; Coleoptera: Bruchidae), insetos adultos, 

foram provenientes de colônias desenvolvidas no Laboratório de Citogenética, do 

Departamento de Biologia da UFC. 

 

 

4.4 - Fungos 

 

 

4.4.1 - Fungo Filamentoso 

 

 

O fungo fitopatogênico Aspergillus niger foi obtido da micoteca mantida pelo 

Laboratório de Proteínas Tóxicas do Departamento de Bioquímica e Biologia da UFC. 

 

 

4.4.2 - Fungos Leveduriformes 

 

 

As espécies de leveduras Saccharomyces cerevisiae (1038) e Candida tropicalis 

(CE017) foram obtidas da micoteca mantida no Laboratório de Microbiologia da UFC. 

Os números entre parênteses ao lado de cada espécie correspondem ao código de acesso 

à micoteca do Departamento de Microbiologia da UFC. 
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4.5 - Reagentes Químicos 

 

 

Acrilamida, N,N’-metileno bisacrilamida, albumina sérica bovina, “Coomassie  

Brilliant Blue” G e R, ditiotreitol, N,N,N’,N’-tetrametiletanolamina e marcadores de 

massa molecular foram obtidos da Sigma Chemical Co, St. Louis, EUA.  

β-mercaptoetanol e dodecil sulfato de sódio (SDS) foram obtidos da Merck, 

Darmstadt, Alemanha.  

As matrizes cromatográficas foram adquiridas da Pharmacia, Uppsala, Suécia.  

Os reagentes utilizados para análise da seqüência NH2-terminal foram adquiridos 

da Wako Pure Chemicals Industries, Osaka, Japão.  

Os demais reagentes utilizados foram de grau analítico e obtidos 

comercialmente.  
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5.1 - Preparação da Farinha de Sementes 

 

 

Sementes de Dioclea megacarpa Rolfe foram deixadas secar ao sol, por 

aproximadamente 24 horas. Posteriormente, foram trituradas em liquidificador e, 

subseqüentemente, em moinho rotatório para café. As farinhas foram acondicionadas 

em frascos hermeticamente fechados e conservados a 4 ºC. 

 

 

5.2 - Obtenção do Extrato Total  

 

 

 O protocolo utilizado para extração de proteínas foi o estabelecido por Moreira e 

colaboradores (1983), com algumas modificações (FIGURA 3). Para obtenção do 

extrato total, a farinha foi posta em contato com NaCl 0,15 M, na proporção 1:5 (m/v), 

deixada sob agitação contínua por 3 horas, 4 
o
C, sendo, em seguida, a suspensão filtrada 

em pano de trama fina. O resíduo obtido foi re-extraído nas mesmas condições 

descritas, exceto o tempo que foi de 1 hora. Os filtrados foram reunidos e centrifugados 

a 11.500 x g, 30 minutos, 4 
o
C, sendo o precipitado descartado e o sobrenadante obtido 

denominado de Extrato Total. 

 

 

5.3 - Determinação de Proteína 

 

 

Para determinação do teor de proteínas foi utilizada a metodologia descrita por 

Bradford (1976). A 100 μL de amostra, em diferentes concentrações, foram adicionados 
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FIGURA 3 - Esquema de obtenção do extrato total de sementes de Dioclea megacarpa. 
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2,5 mL do reagente de Bradford. A mistura foi agitada e, após 10 minutos em repouso, 

foram feitas leituras de absorbância a 595 ηm (espectrofotômetro tipo Novapesc II, 

Pharmacia). A concentração protéica foi estimada usando uma curva obtida a partir de 

concentrações conhecidas de albumina sérica bovina (BSA). 

 

 

5.4 - Detecção e Dosagem de Proteínas Bioativas no Extrato Total de Sementes de D. 

megacarpa 

 

 

5.4.1 - Lectina 

 

 

Para detecção e dosagem de lectina foi empregada a técnica de hemaglutinação 

segundo a metodologia descrita por Moreira e Perrone (1977). Extrato total de sementes 

de D. megacarpa, ou frações protéicas de processos cromatográficos (descritos mais 

adiante), foram submetidos a diluições seriadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16 etc) em tubos de 

ensaio, na presença de NaCl 0,15 M, contendo Ca
+2

 0,005 M e Mn
+2

 0,005M, pH 2,6. A 

0,25 mL de cada diluição, foi adicionado igual volume de uma suspensão de hemácias 

(2%), tratadas ou não com tripsina. Os tubos foram incubados a 37 °C, 30 minutos, 

deixados em repouso por mais 30 minutos à temperatura ambiente e, em seguida, 

centrifugados a 3.000 x g, 30 segundos, temperatura ambiente. A visualização dos 

aglutinados foi feita a olho nu e os resultados foram expressos em unidade de 

hemaglutinação (UH), definida como o inverso da maior diluição da amostra ainda 

capaz de aglutinar hemácias. 

A técnica utilizada para tratamento enzimático dos eritrócitos foi a descrita por 

Lis e Sharon (1972). Inicialmente, amostras contendo 1 mL de sangue foram lavadas 

três vezes com NaCl 0,15 M e, em seguida, tripsina foi adicionada na proporção de 0,1 

mg de enzima para 10 mL da suspensão de eritrócitos 2%. Essa suspensão foi incubada  
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por 1 hora, 4 
o
C, sob agitação ocasional e centrifugada a 3.000 x g, 5 minutos. Os 

eritrócitos tratados foram novamente lavados com NaCl 0,15 M (6 vezes) e o “pellet” de 

células resultante, suspenso em um volume de NaCl 0,15 M, suficiente para obtenção de 

hemácias a 2%. 

 

 

5.4.2 - Inibidor de Tripsina 

 

 

A determinação do teor de inibidores de tripsina foi realizada conforme o 

método originalmente descrito por Kakade e colaboradores (1974), com pequenas 

modificações (HAMERSTRAND et al., 1981). Farinha de sementes de D. megacarpa 

(20 mg) foi suspensa em 1 mL de NaOH 0,01 N, mantida sob agitação constante por 3 

horas à temperatura ambiente e, em seguida, em repouso por 30 minutos. Após isso, foi 

retirada uma alíquota de 0,5 mL do sobrenadante, que foi misturada com 0,5 mL de 

NaOH 0,01 N e centrifugada a 14. 000 x g, por 5 minutos. Após centrifugação, uma 

alíquota de 0,1 mL da amostra foi retirada e incubada em meio de reação que consistia 

de 1,6 mL de Tris-HCl 0,05 M, pH 8,2, contendo CaCl2 0,02 M, 0,1 mL de tripsina 

(solução estoque de 0,4 mg em 10 mL de HCl 0,001 N) e 0,1 mL do substrato Nα-L-

benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA). A mistura foi incubada a 37 
o
C, por 45 

minutos. A reação foi interrompida com 0,2 mL de uma solução de ácido acético a 30% 

(v/v) e a leitura feita a 410 ηm. Os resultados foram calculados baseados na curva 

padrão obtida com o inibidor de tripsina de soja (padrão) e expressos como quantidade 

em mg de tripsina inibida por g de farinha. 

 

 

5.4.3 - Urease 

 

 

A determinação da atividade ureásica foi realizada segundo a metodologia 

descrita por Kaplan (1969), com algumas modificações (VASCONCELOS et al., 1997). 
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Alíquota de 0,1 mL de uma solução de uréia 0,5 M foi misturada com 0,7 mL de EDTA 

2%, tamponado com fosfato de potássio 0,2 M, pH 6,5. Após adição de 0,2 mL do 

extrato total de sementes de D. megacarpa (preparado com tampão fosfato de sódio 

0,01 M, pH 7,0, contendo NaCl 0,15 M, usando o mesmo protocolo previamente 

descrito), a mistura foi incubada a 37 
o
C, por 15 minutos. Em seguida, foi adicionado à 

mistura 1 mL da solução A (62 g de fenol + 0,25 g de nitropussiatode sódio/L) e 1 mL 

da solução B (43 mL de hipoclorito de sódio 5,25% + 20 g de hidróxido de sódio/L), 

sendo então, deixada a 37 
o
C, por mais 5 minutos. Transcorrido esse tempo, 7 mL de 

água deionizada foram adicionados aos tubos, sendo esses cobertos com parafilme e 

agitados vigorosamente. As leituras das absorbâncias foram feitas a 625 ηm e a 

atividade enzimática foi avaliada em relação à curva padrão obtida com a urease 

comercial (Sigma 41H7008 – 870.000 U/g). 

 

 

5.4.4 - Toxina 

 

 

Para avaliação da toxicidade de sementes de D. megacarpa, por via intraperitoneal 

(i.p), foram usados camundongos Swiss, pesando entre 20-25 g, alimentados ad libitum 

com dieta peletizada comercial. Diferentes teores de proteína foram testados de modo a 

encontrar a dose máxima não letal, a dose mínima capaz de causar 100% de letalidade e 

doses intermediárias envolvendo percentuais de morte no intervalo de 0-100%. Para 

toxicidade, foram considerados válidos apenas os resultados observados no período de 

24 horas. A toxicidade foi expressa como DL50, sendo uma unidade de DL50 considerada 

como a quantidade de proteína (mg de proteína/Kg de peso corpóreo) necessária para 

produzir convulsões e morte em 50% dos animais testados (VASCONCELOS et al., 

1994). 
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5.4.5 - Atividade Quitinásica 

 

 

A determinação da atividade quitinásica foi realizada seguindo metodologia 

descrita por Boller (1993), que teve como parâmetro a liberação de N-acetil-D-

glucosamina (NAG), a partir da ação hidrolítica das enzimas sobre quitina coloidal. Para 

essa finalidade, 250 μL da amostra foram incubados com 250 μL de quitina coloidal, a 

37 ºC, durante 1 hora. A atividade enzimática foi interrompida pela fervura dos tubos, 

em banho-maria, por 10 minutos. Após resfriamento em banho de gelo, os tubos foram 

centrifugados a 10.000 x g, por 10 minutos, e alíquotas de 300 μL foram retiradas e 

incubadas com 10 μL de uma solução da enzima glucuronidase (EC 3.2.1.31), a 37 ºC, 

durante 1 hora. Essa solução de glucuronidase foi preparada através da diálise de um 

preparado bruto obtido de Helix pomatia (Sigma Chemical Co. - “Type HP-2”, 132.000 

unidades/mL) com tampão acetato de sódio 0,050 M, pH 5,2, e diluição de 10 vezes 

com o mesmo tampão de reação. Para determinação de NAG liberada no ensaio, 310 μL 

do hidrolisado foram acrescidos de 190 μL de tampão acetato de sódio 0,050 M, pH 5,2, 

e 100 μL de  uma solução de tetraborato de sódio e potássio 0,6 M. Imediatamente, os 

tubos foram fervidos em banho-maria por 5 minutos e resfriados em banho de gelo. Foi 

adicionado, então, 1 mL da solução de þ-dimetilaminobenzaldeido (DMAB), preparada 

pela dissolução de 10 g de DMAB em 100 mL de uma solução ácido acético glacial 

contendo 12,5 % (v/v) de ácido clorídrico 11,5 M. A mistura foi mantida a 37 ºC em 

banho-maria, por 20 minutos, e imediatamente lida a absorbância a 585 m. Para 

cálculo do teor de açúcar liberado no ensaio, uma curva padrão foi construída a partir de 

soluções de glucose, com concentrações variando de 100 a 500 μM em tampão acetato 

de sódio 0,050 M, pH 5,2 (REISSING et al., 1955). A atividade quitinolítica foi 

expressa em nKat/mgP, onde 1 Kat equivale a 1 mol de NAG liberado por segundo. 

 

 

5.4.6 - Atividade β-1,3-Glucanásica 

 

 

A atividade β-1,3-glucanásica foi determinada através do método colorimétrico 

descrito por Boller (1993), considerando a formação de glicose a partir do substrato 
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laminarina. Primeiramente, a solução de laminarina (2 mgP/mL), diluída em tampão 

acetato de sódio 0,05 M, pH 5,2, foi aquecida a 60 
o
C, por 10 minutos, e exaustivamente 

dialisada contra o mesmo tampão para remoção de glucose livre. Alíquota de 100 L da 

amostra foi incubada com 900 L de uma solução de laminarina, a 50 C, por 30 

minutos. Em seguida, 1,0 mL da solução "D" (1,0 mL da solução "B" + 25,0 mL da 

solução "A") foi adicionado, e a mistura incubada a 100 C, por 20 minutos. As 

soluções “A” e “B” foram compostas, respectivamente, por 25,0 g de carbonato de 

sódio anidro + 25,0 g de tartarato de sódio e potássio + 20,0 g de bicarbonato de sódio + 

200 g de sulfato de sódio anidro + água q.s.p. 1 L e 15,0 g de sulfato de cobre hidratado 

+ 20 L de ácido sulfúrico concentrado + água q.s.p. 100 mL. Após resfriamento dos 

tubos, 1,0 mL da solução "C" (3,0 g de arseniato de sódio + água grau Milli-Q q.s.p. 

25,0 mL) foi adicionado, os quais foram agitados até a completa remoção de gases 

sendo, então, deixados em repouso por 5 minutos. As leituras de absorbância foram 

feitas a 520 m. Para cálculo da quantidade de açúcar liberado foi utilizada uma curva 

construída a partir de concentrações variadas de glucose (7,5 a 240 g/mL), preparadas 

em tampão acetato de sódio, 0,05 M, pH 5,2. A atividade -1,3-glucanásica foi expressa 

em Kat/mgP, onde 1 Kat equivale a 1 mol de glucose liberado por segundo. 

 

 

5.4.7 - Atividade Peroxidásica  

 

 

Para determinação da atividade peroxidásica foi utilizada a metodologia descrita 

por Urbanek et al. (1991). Foi usado como substrato doador de prótons o guaiacol e 

como aceptor o peróxido de hidrogênio. A reação catalisada pela peroxidase produz um 

composto colorido, 3,3’-dimetoxi-4,4’-bifenolquinona (DOERGE et al., 1997), que é 

medido por espectrometria. Partindo-se de 100 μL da amostra, diluída ou não 

dependendo de sua atividade, foram adicionados 500 µL de guaiacol 0,02 M e 500 µL 

de peróxido de hidrogênio 0,06 M para um volume final de ensaio de 2 mL, 

completados com tampão acetato de sódio 0,050 M, pH 5,2. A mistura foi incubada por 
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10 minutos, a 30 ºC, e a absorbância medida a 480 m. A variação de 1 unidade de 

absorbância por minuto foi assumida como sendo 1 unidade de atividade peroxidásica 

(1 UAPox). 

 

 

5.4.8 - Atividade Proteolítica 

 

 

Para determinação da atividade proteolítica total foi utilizada a metodologia 

descrita por Xavier-Filho (1989). Azocaseína foi usada como substrato não específico 

para avaliação da atividade proteolítica total. Essa proteína, ao sofrer degradação por 

proteases, em geral, libera um composto denominado de “azo” que funciona como 

cromóforo, sendo detectado no comprimento de onda de 420-440 m. Para liberação 

desse cromóforo, inicialmente foi promovida a incubação por 1 hora de 500 µL da 

amostra (diluídas em tampão fosfato de sódio 0,05 M, pH 6,0 contendo ditiotreitol 

0,003 M) com 200 µL de uma solução 1% de azocaseína em tampão fosfato de sódio 

0,05 M, pH 6,0, a 37 ºC.  A reação de proteólise foi parada após o tempo decorrido com 

adição de 300 µL de ácido tricloroacético (TCA) 20% que, também, promove a 

precipitação das proteínas totais. Foi realizada uma centrifugação a 10.000 x g, por 10 

minutos, com finalidade de separar a azocaseína precipitada dos peptídeos em solução. 

Uma alíquota de 400 µL do sobrenadante foi alcalinizada com 400 µL de uma solução 

de hidróxido de sódio 2 N e a absorbância medida a 420 m. A variação de 0,01 

unidade de absorbância por minuto foi assumida como sendo 1 unidade de atividade 

proteolítica (1 UAP). 

 

 

5.5 - Purificação de Proteínas Bioativas do Extrato Total de Sementes de D. megacarpa 

 

 

Além das atividades descritas, foi verificado que o extrato total de sementes de D. 

megacarpa apresentava propriedades antifúngicas frente a fungos filamentosos e 
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leveduriformes. Assim, a atividade antifúngica foi monitorada durante o fracionamento 

protéico resultante das diferentes cromatografias. Em paralelo, algumas das atividades 

relacionadas às proteínas bioativas supracitadas foram também avaliadas. A FIGURA 4 

mostra o esquema de purificação utilizado. 

 

 

5.5.1 - Cromatografia em Matriz de Sephadex G-50  

 

 

 Esse procedimento foi usado para obtenção da lectina pura, tendo sido realizado 

conforme descrito por Moreira et al. (1983). Alíquota do extrato total (200 mgP) foi 

aplicada em coluna de Sephadex G-50 (28,5 x 3,1 cm), previamente equilibrada com 

NaCl 0,15 M contendo 0,005 M Ca
+2 

e 0,005 M Mn
+2.

. Em seguida, a coluna foi 

percolada com a mesma solução de equilíbrio até que as proteínas não retidas, 

apresentadas sob a forma de dois picos protéicos, denominados S1 e S2, fossem 

completamente removidas. A eluição da proteína retida (S3), correspondente à lectina, 

foi efetuada com tampão glicina-HCl 0,1 M, contendo NaCl 1 M, Ca
+2

 0,005 M e Mn
+2

 

0,005 M, pH 2,6. O fluxo utilizado foi de 30 mL/h e frações de 6 mL foram coletadas, a 

4 
o
C (coletor Pharmacia LKB FRAC-100). A cromatografia foi monitorada através de 

leituras de absorbância a 280 ηm. De posse das diferentes frações protéicas, foram 

avaliadas as atividades hemaglutinante, quitinásica e antifúngica. Nos testes com 

fungos, foram investigados os efeitos sobre a germinação de esporos e crescimento das 

hifas de A. niger e, também, sobre o crescimento de S. cerevisiae. 
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FIGURA 4 - Esquema geral de obtenção da lectina glicose/manose-específica (S3) e da 

purificação da proteína antifúngica (RQ3) presentes em sementes de Dioclea 

megacarpa. 
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5.5.2 - Cromatografia em Matriz de Quitina 

 

 

 Alíquotas de S1 (100 mgP) foram aplicadas em coluna de quitina (12,0 x 2,7 

cm), previamente equilibrada com NaCl 0,15 M. A coluna foi percolada com solução de 

equilíbrio até que as proteínas não retidas, denominadas Q1, fossem completamente 

removidas. Em seguida, foi procedida a eluição das proteínas retidas com ácido acético 

0,05 M e, posteriormente, com tampão glicina 0,1 M, pH 9,0. As proteínas eluídas sob 

essas condições foram denominadas de Q2 e Q3, respectivamente. O fluxo utilizado foi 

de 30 mL/h e frações de 6 mL foram coletadas, a 4 
o
C (coletor Pharmacia LKB FRAC-

100). A cromatografia foi monitorada através de leituras de absorbância a 280 ηm. Ao 

final do processo cromatográfico, foram avaliadas as atividades hemaglutinante, 

quitinásica e antifúngica de Q1, Q2 e Q3.  

 

 

5.5.3 - Cromatografia em Matriz de Resource Q Acoplada ao Sistema de FPLC 

 

 

O material eluído da matriz de quitina sob condição básica (Q3; 10 mgP) foi 

submetido à cromatografia de troca iônica em coluna de Resource Q (6,4 mm x 30 mm), 

previamente equilibrada com tampão acetato de sódio 0,05 M, pH 5,2. A coluna foi 

percolada com o tampão de equilíbrio até que as proteínas não retidas (RQ) fossem 

completamente removidas. As proteínas retidas foram eluídas com o tampão de 

equilíbrio acrescido de concentrações crescentes de NaCl, 0,1 M, 0,2 M e 0,3 M, tendo 

resultado os materiais denominados de RQ1, RQ2 e RQ3, respectivamente. O processo 

cromatográfico foi desenvolvido em sistema de FPLC, a um fluxo constante de 0,5 

mL/min, sendo coletadas alíquotas de 1,5 mL/tubo (coletor Pharmacia LKB FRAC-

100). A cromatografia foi monitorada através de leituras de absorbância a 280 ηm. Ao 
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final do processo cromatográfico, foram avaliadas as atividades hemaglutinante, 

quitinásica e antifúngica de RQ, RQ1, RQ2 e RQ3.  

 

 

5.6 - Perfil Eletroforético de Proteínas Bioativas Purificadas de Sementes de D. 

megacarpa 

 

 

 A determinação do perfil eletroforético das proteínas foi avaliado seguindo a 

metodologia descrita por Laemmli (1970), adaptada para o uso de placas medindo 10,0 

x 8,0 cm. O gel de aplicação encerrava 3,5% de acrilamida e 1,0% de SDS, preparados 

em tampão Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8, e o gel de separação 15% de acrilamida e 1,0% de 

SDS, solubilizados em tampão Tris-HCl 3,0 M, pH 8,8. O preparo das amostras (1,0 

mg/mL) foi realizado através da diluição em tampão Tris-HCl 0,0625 M, pH 6,8, 

contendo SDS 1,0%, na ausência ou presença de β-mercaptoetanol 2,0%. Em seguida, 

as amostras tratadas com o agente redutor foram aquecidas a 100 
o
C, por 15 minutos, e 

centrifugadas a 10.000 x g, 5 minutos, a 10 
o
C. Aos sobrenadantes, foram acrescentados 

cristais de sacarose e azul de bromofenol a fim de conferir densidade e cor às amostras, 

respectivamente. Alíquotas encerrando 20 μL das amostras foram aplicadas no gel, que 

foi submetido a uma corrente de 20 mA, durante 1 hora. As bandas protéicas foram 

visualizadas por revelação com prata (BLUM et al., 1987). A metodologia utilizada 

consistiu de várias etapas e soluções: solução de fixação (metanol 50%, ácido acético 

12% e formaldeído 0,5 mL/L), solução de lavagem (etanol 50%), solução de pré-

tratamento (tiossulfato de sódio 0,2 g/L), solução de impregnação (nitrato de prata 2 g/L 

e formaldeído 0,75 mL/L), solução de revelação (carbonato de sódio 60 g/L, 

formaldeído 0,5 mL/L e tiossulfato de sódio 0,2 g/L), solução de bloqueio da reação 

(metanol 50% e ácido acético 12%) e solução de enxágüe e acondicionamento (metanol 

50%). Como marcadores de massa molecular foram usadas: albumina sérica bovina 

(67,0 kDa), albumina do ovo (45,0 kDa), gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (36,0 

kDa), anidrase carbônica bovina (29,0 kDa), tripsinogênio de pâncreas bovino (24,0 

kDa), inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (20,1 kDa) e lactalbumina (14,2 kDa). 
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Comparação das mobilidades das bandas protéicas das amostras em relação àquelas dos 

marcadores foi empregada para cálculo da massa molecular aparente. 

 

 

5.7 - Determinação da Seqüência NH2-Terminal 

 

 

A determinação da seqüência de aminoácidos NH2-terminal foi realizada em 

seqüenciador automático de proteínas (Shimadzu PPSQ-23A). Para tanto, a amostra de 

interesse foi concentrada por liofilização, solubilizada em ácido trifluoracético 0,01% e 

submetida ao seqüenciamento. No processo de identificação dos aminoácidos, os 

derivados de feniltioidantoína dos aminoácidos (PTH-aminoácidos) foram detectados a 

269 ηm, após separação em coluna de fase reversa C18 (4,6 x 2,5 mm), conduzida sob 

condições isocráticas de acordo com as instruções do fabricante. As seqüências obtidas 

foram submetidas ao alinhamento automático através do sistema NCBI-BLAST.  

  

  

5.8 - Bioensaios com Proteínas Purificadas de Sementes de D. megacarpa  

 

 

5.8.1 - Avaliação da Atividade Antifúngica  

 

 

5.8.1.1 - Cultivo de Fungo Filamentoso 

 

 

O cultivo do fungo A. niger foi realizado em 25 mL de meio ágar batata dextrose 

(PDA), distribuídos em placas de Petri (10 cm de diâmetro), em condições estéreis, 

ficando mantidas em câmara de germinação do tipo B.O.D., a 27 ºC, umidade de 70% e 

fotoperíodo de 12 horas. O meio de cultivo foi constituído de 39 g de PDA, dissolvidos 
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em 1 L de água, preparado sob banho-maria com água em ebulição e autoclavado por 15 

min, 120 ºC, 1,5 Kgf. Os “pellets” repicados do meio de cultura foram colocados no 

centro das placas de Petri, que foram fechadas sob condições estéreis em capela de 

fluxo laminar. 

  

 

5.8.1.2 - Obtenção dos Esporos 

 

 

A suspensão de esporos foi obtida conforme descrito por Melo et al. (1997). 

Após um período aproximado de duas semanas, tempo suficiente para crescimento 

adequado da colônia micelial, cerca de 10 mL de água grau Milli-Q estéril foram 

adicionados à placa de Petri. Movimentos suaves na superfície do micélio foram 

realizados com auxílio de uma alça de Drigalski, previamente flambada, para liberação 

dos esporos. A suspensão de esporos foi filtrada em tecido de nylon estéril (2 vezes), 

para remoção das hifas remanescentes. Posteriormente, foi feita a contagem de esporos 

em câmara de Neubauer, seguida de diluição a fim de se obter um inóculo encerrando 

2,0 x 10
5
 esporos/mL. 

 

 

5.8.1.3 - Ensaio de Inibição da Germinação dos Esporos 

 

 

O ensaio de inibição de germinação de esporos foi realizado seguindo a 

metodologia descrita por Ji e Kúc (1996), adaptada para uso de placas de polietileno 

reticuladas. Uma alíquota de 10 µL da suspensão de esporos (2,0 x 10
5
 esporos/mL) foi 

incubada com 10 µL da amostras-teste, a diferentes concentrações, e com controles 

negativo (NaCl 0,15 M) e positivo (peróxido de hidrogênio 0,1 M). As placas foram 

mantidas a 37 ºC, em torno de 15 horas, sendo a umidade do local conservada por meio 

de papel embebido em água grau Milli-Q. Decorrido o tempo de germinação, o material 

foi visualizado em microscópio óptico (“Olimpus System Microscope BX 60”). Foram 
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considerados como germinados os esporos que apresentaram tubo germinativo 

correspondente a duas vezes o tamanho dos esporos não germinados. 

 

 

5.8.1.4 - Ensaio de Inibição do Crescimento em Meio Sólido  

 

 

 O ensaio de inibição do crescimento de fungos em meio sólido foi realizado 

seguindo a metodologia descrita por Wang e Ng (2007), com modificações. “Pellet” do 

fungo foi colocado no centro de placas de Petri (10 cm de diâmetro), contendo 25 mL 

de meio PDA, que foram incubadas em câmara B.O.D. até o desenvolvimento da 

colônia micelial. O meio solidificado foi circular e poços foram distribuídos de forma 

eqüidistante à borda micelial. Alíquotas (100 L) das amostras foram dispostas nos 

poços numerados. Nistatina e água grau Milli-Q ou NaCl 0,15 M foram utilizados como 

controles positivo e negativo, respectivamente. As placas de Petri foram incubadas em 

câmara B.O.D. a 27 ºC, por aproximadamente 72 horas, com fotoperíodo de 12 horas, 

até que o crescimento micelial tivesse envolvido o disco contendo o controle negativo e 

formado halo de inibição nas proximidades do controle positivo. A formação de halos 

de inibição nas proximidades das amostras-teste foi avaliada. Todo procedimento foi 

realizado em condições estéreis.  

 

 

5.8.1.5 - Ensaio de Inibição do Crescimento de Leveduras 

 

 

 Para obtenção das células de leveduras, alíquotas das espécies Candida 

tropicalis e Saccharomyces cerevisiae foram retiradas de uma placa de Petri, que 

possuía colônias crescidas e, em seguida, repicadas em novas placas contendo ágar 

Sabouraud, sendo realizadas estriações sobre o meio, para obtenção de um crescimento 

celular homogêneo. Essa nova placa foi deixada na estufa a 30 °C, por 48 horas e, 
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posteriormente, usada para obtenção das células utilizadas no ensaio. Com auxílio de 

uma alça de manipulação, uma colônia isolada foi retirada e adicionada ao meio BHI 

(Brain Heart Infusion), sendo ajustada sua concentração (1 x 10
4
 células/mL) utilizando-

se turbidimetria a 600 ηm. 

A avaliação da atividade das amostras-teste sobre o crescimento celular de 

leveduras foi feita em meio líquido. Placas (96 poços) de cultura de células contendo 

100 μL de meio de cultura para o crescimento celular (ágar Sabouraud) receberam 100 

μL do meio ajustado contendo as células de levedura (1 x 10
4
 células/mL). O 

acompanhamento do efeito das amostras-teste sobre as leveduras testadas foi realizado 

através da densidade óptica, calculada a partir de leituras a 600 ηm em um leitor de 

ELISA, nos tempos de 0, 11, 18, 23 36 e 43 horas. Controles foram feitos sem a adição 

das amostras-teste. Os ensaios foram feitos em triplicata e em condições estéreis usando 

capela de fluxo laminar, segundo metodologia adaptada de Broekaert et al. (1990). 

 

 

5.8.1.6 - Ensaio de Inibição da Acidificação Estimulada por Glicose 

 

 

O ensaio foi realizado segundo metodologia descrita por Gomes (1996), com 

alterações. Células de S. cerevisiae foram postas para crescer em meio ágar Sabouraud, 

por 16 horas, 30 ºC, sobre um agitador giratório a 160 rpm. Após esse período, a 

suspensão de células foi centrifugada a 3.000 x g, 4 ºC, 5 minutos, e lavadas com água 

grau Milli-Q, por 3 vezes. O precipitado foi ressuspendido em água, encerrando uma 

concentração final de 1,0 x 10
7 

células/mL. A alíquotas de 50 L dessa suspensão foram 

adicionados 4 mL da amostra-teste, encerrando 0,015 µgP/µL, que foram incubadas em 

banho de gelo, com movimentos suaves ocasionais, por 1 hora. Posteriormente, 1 mL da 

solução de glicose 0,5 M foi adicionado e o pH do meio monitorado a intervalos de 1 

minuto, no período de 20 minutos. Ao final do ensaio, os valores de pH foram utilizados 

para cálculo da variação das concentrações hidrogeniônicas [H
+
], nas culturas controle e 
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experimental. Foram usados como controles positivo e negativo formaldeído e tampão 

Tris-HCl 0,1 M, pH 6,0, respectivamente. 

 

 

5.8.2 - Avaliação da Atividade Inseticida  

 

 

5.8.2.1 - Callosobruchus maculatus (FIGURA 5)  

 

 

5.8.2.1.1 - Origem e Manutenção dos insetos 

 

 

C. maculatus, insetos adultos, foram obtidos de genótipos comerciais de feijão-

caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], adquiridos em Fortaleza-CE. Os insetos foram 

mantidos em recipientes de vidro, contendo sementes suscetíveis de feijão-caupi. Os 

recipientes foram vedados com um tecido poroso e, depois, acondicionados em câmara 

de crescimento tipo B.O.D., a 27 
o
C, fotoperíodo de 12 horas de luz e 12 horas de 

escuro e umidade relativa do ar em torno de 70-80% (FIGURA 6). 

 

 

5.8.2.1.2 - Preparação das Dietas 

 

 

Sementes de feijão-caupi, apresentando tegumentos íntegros, livres de injúria 

física ou mecânica e, ainda, não mostrando vestígios de contato prévio com insetos ou 

microorganismos (ovos, orifícios ou outros sinais típicos), foram selecionadas. As  
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FIGURA 5 - Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) (Coleoptera: Bruchidae). 
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FIGURA 6 - Condições de ensaio usadas na avaliação da atividade inseticida da lectina 

de D. megacarpa (S3) para Callosobruchus maculatus (gorgulho). A) Fecundação das 

fêmeas; B) Acondicionamento e infestação das sementes artificiais; C) Cápsulas sem 

larva (controle) e infestadas com larvas e D) Inseto adulto emergindo da cápsula 

infestada. 

 

 

 
A B 

C D 
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sementes escolhidas foram destegumentadas, trituradas em liquidificador e, em seguida, 

em moinho elétrico de café para obtenção de uma farinha fina. 

Para preparação das sementes artificiais, foram utilizadas cápsulas de gelatina (2 

cm x 0,7 cm) contendo cerca de 0,5 g de farinha de feijão-caupi, prensada através de 

encapsuladora manual (Capsutec 180). As sementes artificiais encerravam amostras de 

lectina de D. megacarpa, nos teores de 0,1, 0,25 e 0,5%. Sementes artificiais contendo 

apenas farinha de sementes de feijão-caupi foram utilizadas como controle. As sementes 

foram pesadas e divididas em potes plásticos (10 sementes/pote), que foram cobertos 

com tampas perfuradas e acondicionados em câmara de crescimento tipo B.O.D., 

mantendo as condições já apresentadas. Cada tratamento foi composto por 3 repetições.  

 

 

5.8.2.1.3 - Ensaio Biológico 

 

 

Fêmeas fecundadas foram colocadas nos potes plásticos, contendo as sementes 

artificiais, para o período de infestação. Passado o período de ovoposição, as fêmeas 

foram retiradas dos potes e os ovos postos em excesso retirados das sementes artificiais 

com auxílio de uma agulha fina, de modo que cada semente contivesse 8 ovos. Após o 

período de 7 dias, foi realizada a contagem dos ovos eclodidos. Posteriormente, as 

cápsulas foram redistribuídas entre as repetições de cada tratamento. Os insetos 

emergidos das cápsulas foram contados e pesados diariamente. Ao final de 60 dias de 

experimento, os seguintes parâmetros foram avaliados: peso médio, percentual de 

emergência, tempo médio de desenvolvimento, índice de crescimento (IC) e índice de 

resistência (IR).  

Para cálculo do IC foi utilizada a seguinte fórmula: 

IC = logE/T, 

onde E representa a percentagem de adultos emergidos e T o tempo médio de 

desenvolvimento.  
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O IR foi calculado a partir do IC, através da fórmula IR = IC da amostra teste 

/IC do controle x 100 (HOWE, 1971).  

Os resultados foram submetidos à análise de variância e a significância das 

diferenças entre as médias foi determinada por teste de Tukey (p < 0,05), através do 

programa MSTATC.  
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6.1 - Detecção e Dosagem de Proteínas Bioativas no Extrato Total de Sementes de D. 

megacarpa 

 

 

 O procedimento usado para preparação do extrato total a partir de farinha de 

sementes de D. megacarpa rendeu uma quantidade considerável de proteínas, 

correspondente a 263,61 mgP/100 gF.  

 Os resultados referentes à avaliação de proteínas bioativas no extrato total de 

sementes de D. megacarpa estão representados na TABELA 2. Conforme mostram os 

dados, sementes dessa espécie se apresentam como uma fonte diversificada de 

componentes com essas propriedades. 

 O extrato total apresentou atividade hemaglutinante correspondente a 80,00 ± 

1,20 UH/mgP. Um aumento dessa atividade para 129,27 ± 1,50 UH/mgP foi constatado, 

após tratamento dos eritrócitos com tripsina.  

  Atividade inibitória de tripsina também foi detectada no extrato total, cujo valor 

foi 18,91 ± 0,72 mg de tripsina inibida/gF. 

 Outra propriedade apresentada pelo extrato total foi a capacidade de hidrolisar 

uréia em dióxido de carbono e amônia, denotando presença de urease, tendo sido 

mensurada uma atividade equivalente a 47,50 ± 12,29 U de urease/KgF. 

 O extrato total exibiu, ainda, toxicidade quando injetado por via i.p. em 

camundongos, no intervalo de 1 a 24 horas, tendo sido essa atividade demonstrada pela 

DL50, cujo valor foi 119,60 ± 1,50 mgP/Kg de peso corpóreo. 

 Proteínas relacionadas à patogênese (PR-proteínas), tais como quitinases e β-

1,3-glucanases, se mostraram, também, ativas no material analisado, com atividades 

iguais 1,66 ± 0,15 e 0,55 ± 1,6ηkat/mgP, respectivamente.  

 Diferentemente do observado para as proteínas citadas até então, atividades 

peroxidásica e proteásica não foram encontradas no extrato total de sementes de 

mucunã, pelo menos nas condições de ensaios realizadas. 
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TABELA 2 - Detecção e dosagem de proteínas bioativas no extrato total de sementes de 

Dioclea megacarpa  

Proteínas Bioativas Extrato Total 

Lectina (UH/mgP)*  

Eritrócito não tripsinizado 80,00 ± 1,20 

       Eritrócito tripsinizado 129, 27 ± 1,50 

Inibidor de tripsina (mg de tripsina inibida/gF) 18,91 ± 0,72 

Urease (U/gF)
 ¶
 47,50 ± 12,29 

Toxina (DL50)  119,60 ± 1,50 

Quitinase (ηKat/mgP)
#
 1,66 ± 0,15 

β-1,3-glucanase
§
 (ηKat/mgP) 0,55 ± 1,60 

Peroxidase Não detectada 

Protease Não detectada 

   Média ± desvio padrão de três análises, cada uma em triplicata. 

* Uma UH corresponde ao valor recíproco da maior diluição capaz de provocar aglutinação visível a 

olho nu. 

¶ 
Atividade ureásica foi expressa como unidades de urease por Kg de farinha. Um grama de urease pura 

contém 870.000 unidades (Sigma). 

 Atividade tóxica foi expressa como DL50. Uma DL50 representa a quantidade de proteína em mgP/Kg 

de peso corpóreo de camundongo capaz de produzir convulsão e morte em 50% dos animais após 

administração por via intraperitoneal. 

  
#
 Atividade quitinásica está expressa em ηKat/mgP, onde 1 ηKat representa 1 ηmol de N-acetil-D-

glucosamina liberado por segundo. 

  
§
 Atividade β-1,3-glucanásica está expressa em ηKat/mgP, onde 1 ηKat equivale a 1 nmol de glucose 

liberado por segundo. 
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6.2 - Avaliação da Presença de Proteínas com Propriedades Antifúngicas no Extrato 

Total de Sementes de D. megacarpa 

 

 

O extrato total, preparado a partir da farinha de sementes de Dioclea megacarpa, 

mostrou a presença de proteínas com propriedades antifúngicas. A atividade inibitória 

do crescimento de A. niger foi mantida mesmo após diálise exaustiva do extrato total 

contra NaCl 0,15 M (FIGURA 7). A atividade inibitória perdurou por até 168 horas de 

monitoramento. 

 

 

6.3 - Purificação de Proteínas Bioativas Presentes em Sementes de D. megacarpa 

 

 

A estratégia de purificação das proteínas está sumarizada na FIGURA 4, 

mostrada em Métodos. Como critério para estabelecimento do protocolo de purificação 

foi adotado o teste antifúngico realizado com as diferentes frações protéicas após cada 

passo cromatográfico. 

 

 

6.3.1 - Cromatografia em Matriz de Sephadex G-50 

 

 

Como primeira etapa de purificação, alíquotas do extrato total foram submetidas à 

cromatografia em matriz de Sephadex G-50, visando a obtenção da lectina pura, bem 

como de proteínas livres de lectina. Dessa cromatografia, resultaram duas frações 
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FIGURA 7 - Avaliação da inibição do crescimento do fungo Aspergillus niger em meio 

sólido por extratos e frações protéicas de sementes de Dioclea megacarpa, após 24 

horas de incubação. As figuras a e b representam a visão anterior e posterior, 

respectivamente, da placa. (A) - Solução de NaCl 0,15 M; (B) e (E) - Material retido 

(lectina) e não retido (S1), respectivamente,  em coluna de Sephadex G-50; (C) e (D) 

Extrato total dialisado e não dialisado, respectivamente. Concentrações das amostras: 

400 µgP/mL.  
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protéicas não retidas, denominadas S1 e S2, e um material retido, chamado S3, 

correspondente à lectina (Moreira et al., 1983), eluída com tampão glicina-HCl 0,1 M, 

contendo NaCl 1 M, Ca
+2

 0,005 M e Mn
+2

 0,005 M, pH 2,6 (FIGURA 8).   

Avaliação do potencial antifúngico, realizada por diferentes técnicas, revelou 

atividade em S1, que na concentração de 400 µgP/mL se mostrou capaz de inibir o 

crescimento do fungo A. niger, tendo a inibição perdurado até 168 horas de 

monitoramento. Contrariamente, a lectina não se mostrou ativa diante das condições de 

ensaio conduzidas (FIGURA 7). Tendo S1 mostrado atividade inibitória sobre o 

crescimento das hifas, foi avaliada sua ação na fase inicial de desenvolvimento do 

fungo, ou seja, na germinação dos esporos. Notavelmente, S1 na concentração de 0,25 

µgP/µL inibiu completamente a germinação dos esporos de A. niger, quando comparado 

ao controle (FIGURA 9). 

Além do fungo filamentoso, S1 foi capaz de inibir o crescimento da levedura S. 

cerevisiae, cuja inibição foi em torno de 50% na concentração de 0,1 µgP/µL (FIGURA 

10), denotando o potencial antifúngico dessa fração protéica. 

 

 

6.3.2 - Cromatografia em Matriz de Quitina 

 

 

Tendo S1 apresentado atividade antifúngica, essa fração protéica foi selecionada 

para dar prosseguimento ao processo de purificação. Assim sendo, S1 foi dialisado (cut-

off 12 kDa) exaustivamente contra água, liofilizado e, posteriormente, aplicado na 

coluna de quitina (FIGURA 11). A aplicação de S1 resultou numa fração não retida 

(Q1) à matriz, obtida pela percolação da coluna com a solução de equilíbrio, e de 

proteínas retidas que foram eluídas com ácido acético 0,05 M, pH 3,0 (Q2), seguido de 

tampão glicina 0,1 M, pH 9,0 (Q3).  
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FIGURA 8 - Cromatografia de afinidade em matriz de Sephadex G-50. Extrato total 

(200 mgP), obtido a partir de sementes de Dioclea megacarpa, foi aplicado em coluna 

de Sephadex G-50 (28,5 x 3,2 cm), equilibrada com NaCl 0,15 M contendo Ca
+2

 0,005 

M e Mn
+2

 0,005 M As proteínas retidas foram eluídas com tampão glicina-HCl 0,1 M, 

NaCl 1 M, Ca
+2 

0,005 M e 5 Mn
+2

 0,005 M, pH 2,6. Fluxo: 30 mL/h; Frações: 6 

mL/tubo. 
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FIGURA 9 - Fotomicrografia em microscópio óptico de esporos de Aspergillus niger 

após 12 horas de germinação em meio ágar batata dextrose. (a) - Incubação com H2O; 

(b) - Incubação com o material não retido (S1) em coluna de Sephadex G-50 (2,5 µgP), 

oriundo do extrato total de Dioclea megacarpa. 
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FIGURA 10 - Teste de inibição do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae 

em meio BHI (“Brain Heart Infusion”) pelo material protéico não retido (S1) em coluna 

de Sephadex G-50. Concentração da amostra: 0,1 µgP/µL. Controle positivo: formol; 

Controle negativo: H2O. 
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FIGURA 11 - Cromatografia em matriz de quitina. S1 (100 mgP), fração não retida em 

coluna de Sephadex G-50, foi aplicada em matriz de quitina (12 x 2,7 cm), previamente 

equilibrada com NaCl 0,15 M. Q1 corresponde às proteínas não retidas na matriz de 

quitina, obtidas após percolação da coluna com solução de NaCl 0,15 M. Q2 e Q3 

representam as proteínas retidas, que foram eluídas com ácido acético 0,05 M  e com 

tampão glicina 0,1 M, pH 9,0, respectivamente. Fluxo: 30 mL/h; Frações: 6 mL/tubo.  
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Dentre as diferentes frações protéicas obtidas, Q1, Q2 e Q3, apenas Q3 foi capaz 

de inibir o crescimento de S. cerevisiae (FIGURA 12), nas condições de ensaio 

realizadas. Uma inibição em torno de 75% foi verificada com a concentração de 0,06 

µgP/µL de Q3. 

 

 

6.3.3 - Cromatografia em Matriz de Resource Q Acoplada ao Sistema de FPLC  

 

 

Q3, representando a fração protéica com atividade antifúngica, foi dialisado 

(cut-off 12 kDa) exaustivamente contra água, liofilizado e, posteriormente, submetido à 

cromatografia de troca iônica em coluna de Resource Q acoplada ao sistema de FPLC 

(FIGURA 13), equilibrada com tampão acetato de sódio 0,005 M, pH 5,2. Esse 

procedimento resultou na obtenção de uma fração não retida (RQ), obtida apenas com o 

tampão de equilíbrio, e de três outras frações retidas, eluídas com o tampão de equilíbrio 

acrescido de concentrações crescentes de NaCl, 0,1 M, 0,2 M e 0,3 M, denominadas de 

RQ1, RQ2 e RQ3, respectivamente.  

Dentre os diferentes picos resultantes da cromatografia em coluna de Resource 

Q, RQ3 concentrou toda a atividade inibitória do crescimento de S. cerevisiae 

(FIGURA 14). Em uma concentração baixíssima (0,015 µgP/µL), RQ3 manteve inibido 

em 100% o crescimento dessa levedura até 23 horas após incubação. Mesmo com 43 

horas, uma inibição notável, em torno de 60%, do crescimento da levedura ainda foi 

encontrada, demonstrando a excelente capacidade de RQ3 em impedir o crescimento 

fúngico. 
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FIGURA 12 - Teste de inibição do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae 

em meio BHI (“Brain Heart Infusion”) pelo material protéico retido (Q3) em matriz de 

quitina, eluído com tampão glicina 0,1 M, pH 9,0. Concentração da amostra: 0,06 

µgP/µL. Controle positivo: formol; Controle negativo: H2O.  
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FIGURA 13 - Cromatografia de troca iônica em coluna de Resource Q acoplada ao 

sistema de FPLC. Q3 (10 mgP), fração retida em matriz de quitina eluída com glicina 

0,1 M, pH 9,0, foi aplicada em coluna de Resource Q (6,4 mm x 30 mm), equilibrada 

com tampão acetato de sódio 0,05 M, pH 5,2. RQ1 corresponde às proteínas não retidas 

na Resource Q, obtidas após percolação da coluna com tampão de equilíbrio. RQ1, RQ2 

e RQ3 representam as proteínas retidas, que foram eluídas com tampão de equilíbrio 

acrescido de 0,1 M, 0,2 M e 0,3 M de NaCl, respectivamente. Fluxo: 0,5 mL/min.; 

Frações: 1,5 mL. 
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FIGURA 14 - Teste de inibição do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae 

em meio BHI (“Brain Heart Infusion”) pelo material protéico retido (RQ3) em matriz 

de Resource Q, eluído com tampão acetato de sódio 0,05 M, pH 5,2, acrescido de 0,3 M 

de NaCl. Concentração da amostra: 0,015 µgP/µL. Controle positivo: formol; Controle 

negativo: H2O.  
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 Habilidade de RQ3 em inibir o crescimento também foi verificada frente a C. 

tropicalis. Nesse caso, RQ3 se mostrou ainda mais potente, conservando 100% de 

inibição após 36 horas de incubação (FIGURA 15). 

RQ3 representou 0,31% da farinha de sementes de D. megacarpa e 0,1% da 

proteína total (TABELA 3). 

 

 

6.4 - Avaliação do Perfil Eletroforético de RQ3 e S3 (Lectina) 

 

 

RQ3 em PAGE-SDS, na ausência de β-mercaptoetanol apresentou uma única 

banda com massa molecular aparente de 67-68 kDa (FIGURA 16, Raia 2). Porém, na 

presença do agente redutor (2%) e aquecimento a 100 
o
C, por 15 minutos, foram 

verificadas duas bandas bem próximas, com massas moleculares aparentes de 69 kDa e 

67 kDa (FIGURA 16, Raia 3). Dada a aparente pureza de RQ3, esse passou a ser 

denominado de proteína antifúngica de D. megacarpa ou simplesmente Dm-PAF, que 

será assim referida de agora em diante.  

O perfil eletroforético da lectina de D. megacarpa revelou a presença de três 

subunidades protéicas, com massas moleculares aparentes de 25-26, 13-14 e 8-9 kDa 

(FIGURA 17). 
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FIGURA 15 - Teste de inibição do crescimento da levedura Candida tropicalis em meio 

BHI (“Brain Heart Infusion”) pelo material protéico retido (RQ3) em matriz de 

Resource Q, eluído com tampão acetato de sódio 0,05 M, pH 5,2, acrescido de 0,3 M de 

NaCl. Concentração da amostra: 0,015 µgP/µL. Controle positivo: formol; Controle 

negativo: H2O.   
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TABELA 3 - Etapas de purificação, com os respectivos teores e rendimento protéicos, 

usadas na obtenção da proteína com atividade antifúngica presente em sementes de 

Dioclea megacarpa 

 

a 
Etapas de purificação conforme descritas em Métodos. Os resultados representam a 

média e desvio padrão de seis experimentos similares. 

b
 Quantidade total de proteína recuperada (mg) em cada etapa de purificação a partir de 

100 g de farinha de D. megacarpa. 

c
 Recuperação de proteína em cada etapa de purificação, considerando aquela 

determinada no extrato total como sendo 100%. 

 

Amostras
a
 Proteína 

(mgP/100 gF)
b
 

Rendimento
c
 

(%) 

Extrato total 263,61 ± 5,0 100 

S1 (Sephadex G-50) 247,80 ± 6,0 94 

Q3 (Quitina)    34,20 ± 1,0 13 

RQ3 (Resource Q)     0,31 ± 0,1 0,1 
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FIGURA 16 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) sob condições desnaturantes 

da proteína antifúngica de D. megacarpa (Dm-PAF), na presença e ausência de β-

mercaptoetanol (2,0%), revelada com prata. Raia 1 - Marcadores de massa molecular; 

Raia 2 - Dm-PAF na ausência do agente redutor e Raia 3 - Dm-PAF na presença do 

agente redutor. 
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FIGURA 17 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) sob condições desnaturantes 

da lectina de D. megacarpa, revelada com prata. Raia 1 - Marcadores de massa 

molecular e Raia 2- lectina. 
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6.5 - Determinação da Sequência NH2-Terminal da Dm-PAF 

 

 

Apesar da aparente pureza da Dm-PAF, ao tentar se determinar sua sequência 

NH2-Terminal, por degradação de Edman, os resultados obtidos foram não conclusivos. 

Particularmente, em relação aos cinco primeiros resíduos. Provavelmente, pelo fato do 

NH2-terminal estar bloqueado. 

 

 

6.6 - Monitoramento da Atividade Hemaglutinante nas Etapas de Purificação da Dm- 

PAF  

 

 

 O monitoramento da presença de lectinas, avaliada através da atividade 

hemaglutinante, nas diferentes etapas de purificação da Dm-PAF se encontra na 

TABELA 4. S1 e S3, correspondentes aos primeiro pico protéico não retido e ao pico 

retido em Sephadex G-50, respectivamente, foram capazes de aglutinar eritrócitos não 

tratados e tratados com tripsina. S3 corresponde à lectina caracterizada por Moreira e 

colaboradores (1983) e suas atividades (256 ± 1,2 e 1028,94 ± 1,2 UH/mgP, com 

eritrócitos não tripsinizados e tripsinizados, respectivamente) foram maiores quando 

comparadas àquelas verificadas em S1 (30,3 ± 2,3 e 60,9 ± 1,5 UH/mgP, com eritrócitos 

não tripsinizados e tripsinizados, respectivamente). Atividade hemaglutinante detectada 

em S1 foi observada mesmo quando aplicada pequena quantidade de proteína na coluna 

supracitada, denotando uma não saturação da matriz. Na segunda etapa de purificação, 

em que S1 foi submetido à cromatografia em coluna de quitina, atividade 

hemaglutinante ainda foi encontrada, ficando restrita à fração Q2, cujas atividades 

frente a eritrócitos não tratados e tratados com tripsina foram 90,6 ± 1,7 e 130,3 ± 1,9 

UH/mgP, respectivamente. Por outro lado, na terceira etapa de purificação não foi 

observada atividade hemaglutinante em nenhuma das frações resultantes, incluindo RQ3  



Braga, A. B.                                 Potenciais Fungicida e Inseticida ... 

 

66 

 

 

TABELA 4 - Monitoramento da atividade hemaglutinante nas etapas de purificação da 

Dm-PAF  

 

Amostras Atividade Hemaglutinante (UH/mgP)
*
 

Eritrócito não 

tripsinizado 

Eritrócito 

 Tripsinizado 

Extrato total 80,00 ± 1,20 129, 27 ± 1,50 

S1 (Sephadex G-50) 30,3 ± 2,3 60,9 ± 1,5 

S2 (Sephadex G-50) ND
¶
 ND 

S3 (Sephadex G-50) 256 ± 1,2 1028,94 ± 1,2 

Q1 (Quitina)  ND ND 

Q2 (Quitina) 90,6 ± 1,7 130,3 ± 1,9 

Q3 (Quitina) ND ND 

Dm-PAF ou RQ3 (Resource Q)      ND ND 

 Média ± desvio padrão de três análises, cada uma em triplicata. 

*
 Uma UH corresponde ao valor recíproco da maior diluição capaz de provocar aglutinação visível a olho 

nu. 

¶
 ND - Não detectada. 
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ou Dm-PAF; fato este já esperado, uma vez que não tinha sido detectada atividade 

hemaglutinante em Q3, fração protéica aplicada na Resource Q.  

 

 

6.7 - Monitoramento da Atividade Quitinásica nas Etapas de Purificação da Dm-PAF 

 

 

A TABELA 5 mostra os resultados de avaliação da atividade quitinásica nas 

etapas de purificação da Dm-PAF. S1 e S2, as duas frações protéicas não retidas na 

matriz de Sephadex G-50, se mostraram capazes de hidrolisar quitina, cujas atividades 

foram 3,9 ± 0,7 e 2,0 ± 1,0 ηKat/mgP, respectivamente. Após submissão de S1 à 

cromatografia em coluna de quitina, atividade quitinásica ficou concentrada na fração 

não retida ou Q1 (51,3 ± 1,5 ηkat/mgP) e naquela eluída com ácido acético 0,05 M ou 

Q2 (80,0 ± 1,2 ηkat/mgP). Ainda que Q3 não tenha mostrado atividade quitinásica, os 

picos protéicos resultantes de sua cromatografia em matriz de Resource Q foram 

avaliados quanto à capacidade de hidrolisar quitina, não tendo sido detectada atividade 

quitinásica em nenhum desses.  

 

 

6.8 - Avaliação do Mecanismo de Ação Antifúngica da Dm-PAF  

 

 

Uma vez que Dm-PAF não mostrou ser uma hololectina ou uma quitinase e nem 

apresentou sequência NH2-terminal, para que fosse feita uma busca de similaridade com 

outras proteínas, quando avaliada nas condições descritas, foi realizado outro 

experimento, na tentativa de conhecer o seu mecanismo de ação antifúngica. Nesse 

sentido, foi avaliado o seu efeito sobre a acidificação do meio por S. cerevisiae, após 

adição de glucose (FIGURA 18). Dm-PAF não foi capaz de inibir a liberação de H
+
 para 

o meio extracelular, decorrente da ação de entrada de glucose nessa levedura. 

Conseqüentemente, não houve variação na concentração de [H
+
] entre a cultura controle 
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TABELA 5 - Monitoramento da atividade quitinásica nas etapas de purificação da Dm-

PAF  

 

Amostras Atividade Quitinásica (ηkat/mgP)
*
  

Extrato total     1,7 ± 0,1 

S1 (Sephadex G-50) 3,9 ± 0,7 

S2 (Sephadex G-50) 2,0 ± 1,0 

S3 (Sephadex G-50) ND
¶
 

Q1 (Quitina)  51,3 ± 1,5 

Q2 (Quitina) 80,0 ± 1,2 

Q3 (Quitina) ND 

RQ (Resource Q) ND 

RQ1 (Resource Q) ND 

RQ2 (Resource Q) ND 

Dm-PAF ou RQ3 (Resource Q)     ND 

 Média ± desvio padrão de três análises, cada uma em triplicata. 

*
 1 ηkat representa 1 ηmol de N-acetil-D-glucosamina liberado por segundo.  

¶
 ND - Não detectada. 
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FIGURA 18 - Acidificação do meio promovida por células de leveduras (1,0 x 10
7 

células/mL) após adição de glucose 0,5 M. O valores iniciais de pH das culturas foram 

padronizados em 100, de forma a permitir a comparação entre os tratamentos; (•) - Tris-

HCl 0,005 M, pH 7,2 (controle); (▲) Dm-PAF (0,015µgP/µL). As barras em vermelho 

indicam a variação de prótons (H
+
) nos tratamentos. 
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(Tris-HCl 0,005 M, pH 7,2) e a cultura contendo Dm-PAF, na concentração de 0,015 

µgP/µL. 

 

 

6.9 – Avaliação da Atividade Inseticida da Lectina (S3) de D. megacarpa contra C. 

maculatus 

 

 

 Nesse bioensaio, foram utilizadas amostras liofilizadas da lectina de D. 

megacarpa (S3), misturadas à farinha de feijão-caupi, nos níveis de inclusão a 0,1, 0,25 

e 0,5%. Os resultados de peso médio, tempo médio de desenvolvimento e percentual de 

emergência dos insetos estão mostrados nas FIGURAS 19, 20 e 21. 

 Em relação ao peso médio dos insetos adultos, a lectina de D. megacarpa, nos 

níveis de inclusão testados, não foi capaz de interferir significativamente (p > 0,05) 

nesse parâmetro, quando comparadas ao grupo controle (FIGURA 19). 

Quanto ao tempo médio de desenvolvimento dos insetos, mesmo a 0,1% de 

inclusão nas sementes artificiais, a lectina de D. megacarpa mostrou habilidade em 

retardar o desenvolvimento dos insetos quando comparada ao grupo controle. 

Entretanto, esse efeito não foi dose-dependente, desde que diferença significativa não 

foi encontrada nos diferentes tratamentos com a amostra-teste (p > 0,05) (FIGURA 20). 

Quando analisado o percentual de emergência, somente a dieta experimental 

encerrando 0,5% de lectina mostrou efeito significativo (p < 0,05). Uma redução em 

torno de 40% da emergência de insetos adultos, em relação ao grupo controle, foi 

verificada com esse grupo experimental (FIGURA 21).  

 Outros parâmetros mensurados foram os índices de crescimento e de resistência. 

Para ambos os parâmetros, todos os tratamentos incluindo a lectina de D. megacarpa 

diferiram significativamente (p < 0,05) do tratamento controle. Por outro lado, as 

variações nos níveis de inclusão da lectina não resultaram em diferenças significativas 

(p > 0,05) (TABELA 6).  
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FIGURA 19 - Avaliação do efeito da lectina de Dioclea megacarpa (S3) sobre o ganho 

de peso dos insetos Callosobruchus maculatus (machos e fêmeas). Os tratamentos 

empregados encerravam dieta experimental (lectina a 0,1, 0,25 e 0,5%) e dieta controle 

(farinha de sementes de feijão-caupi). A duração do bioensaio foi de 60 dias. Letras 

iguais representam valores que não diferiram significativamente (p > 0,05) pelo teste de 

Tukey. 
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FIGURA 20 - Avaliação do efeito lectina de Dioclea megacarpa (S3) sobre o tempo 

médio de desenvolvimento dos insetos Callosobruchus maculatus. Os tratamentos 

empregados encerravam dieta experimental (lectina 0,1, 0,25 e 0,5%) e dieta controle 

(farinha de sementes de feijão-caupi). A duração do bioensaio foi de 60 dias. Letras 

iguais representam valores que não diferiram significativamente (p > 0,05) pelo teste de 

Tukey. 
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FIGURA 21 - Avaliação do efeito lectina de Dioclea megacarpa (S3) sobre a 

emergência dos insetos Callosobruchus maculatus. Os tratamentos empregados 

encerravam dieta experimental (lectina a 0,1, 0,25 e 0,5%) e dieta controle (farinha de 

sementes de feijão-caupi). A duração do bioensaio foi de 60 dias. Letras iguais 

representam valores que não diferiram significativamente (p > 0,05) pelo teste de 

Tukey. 
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TABELA 6 - Índices de crescimento e de resistência calculados para Callosobruchus 

maculatus, quando alimentados com sementes artificiais contendo dieta experimental 

(lectina de Dioclea megacarpa a 0,1, 0,25 e 0,5%) e dieta controle (farinha de sementes 

de feijão-caupi) 

 

Letras diferentes em cada coluna representam valores que diferiram significativamente 

(p < 0,05) pelo teste de Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamentos Índice de Crescimento Índice de Resistência 

Controle 0,07 ± 0,00
a
 100,00 ± 0,00

a
 

Lectina 0,1% 0,05 ± 0,03
b
   77,27 ± 4,30

b
 

Lectina 0,25% 0,05 ± 0,00
b
             72,72 ± 0,00

b
 

Lectina 0,5% 0,05 ± 0,00
b
    70,20 ± 3,80

b
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 Estudos iniciais, realizados por nosso grupo de pesquisa, demonstraram que 

sementes de Dioclea megacarpa contêm compostos protéicos ativos capazes de 

comprometer o desenvolvimento de fungos fitopatogênicos. Diante desse dado, o 

presente trabalho teve como foco principal a purificação da proteína com ação 

antifúngica. Além disso, foi avaliada a propriedade inseticida de uma proteína também 

presente na semente de D. megacarpa, a lectina glucose/manose específica, descrita por 

Moreira et al. (1983). Essa abordagem, voltada para o estudo de proteínas antifúngicas 

e inseticidas, teve como finalidade especular o potencial de sementes de D. megacarpa 

como fonte de proteínas bioativas envolvidas na defesa de plantas. Para tanto, foram 

selecionados como modelos experimentais o fungo filamentoso Aspergillus niger, os 

fungos leveduriformes Sacharomyces cerevisiae e Candida tropicalis e o inseto fitófago 

Callosobruchus maculatus. 

 Em consonância com o exposto, inicialmente foi feita uma avaliação no extrato 

total, preparado a partir da farinha de sementes de D. megacarpa, de atividades 

relacionadas com proteínas envolvidas na defesa da planta, compreendendo lectina, 

inibidor de tripsina, urease, toxina, quitinase, β-1,3 glucanase, protease e peroxidase. 

 Para melhor visualização da atividade hemaglutinante, relacionada à presença de 

lectina, foi necessário o uso de íons Ca
+2

 e Mn
+2

. Esses íons se ligam a sítios específicos 

na lectina, contribuindo para sua interação com carboidratos específicos (MOREIRA et 

al., 1991). A atividade hemaglutinante detectada no extrato total correspondeu a 80,00 ± 

1,20 UH/mgP, aumentando para 129, 27 ± 1,5 UH/mgP após o tratamento dos 

eritrócitos com tripsina (TABELA 2). Esse aumento é atribuído a uma maior exposição 

de resíduos de carboidratos presentes na membrana celular, resultante do tratamento das 

células com enzimas proteolíticas, contribuindo para a interação lectina-carboidrato e, 

consequentemente, maior aglutinação de eritrócitos (PEUMANS e VAN DAMME, 

1995). Mesmo na ausência do tratamento enzimático, a atividade específica detectada 

para o extrato total de D. megacarpa foi, aproximadamente, oito vezes maior quando 

comparada àquela detectada no extrato total de uma espécie desse mesmo gênero, D. 

guianenses, que apresentou 10,78 UH/mgP (VASCONCELOS et al., 1991). A atividade 

hemaglutinante detectada em sementes de D. megacarpa está, provavelmente, 

relacionada à presença de duas lectinas; uma dessas descrita por Moreira et al. (1983) e 

a outra por Melgarejo et al. (2005). 

 A atividade inibitória de tripsina foi outra atividade detectada no extrato total de 

sementes de D. megacarpa, denotando sua capacidade de interferir na ativação de pro-
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enzimas e hidrólise de proteínas dietéticas e endógenas (HOPFER et al., 1998). Essa 

atividade inibitória de tripsina foi quantificada em 18,91 ± 0,72 mg de tripsina 

inibida/gF (TABELA 2), sendo esse valor inferior aos encontrados por Siebra (2004), 

que estudou os genótipos de soja BR-10, TRC e TRC-H, cujos valores variaram de 

77,20 ± 1,40 a 79,10 ± 0,40 mg de tripsina inibida/gF. 

 Adicionalmente, o extrato total de D. megacarpa foi capaz de hidrolisar uréia a 

dióxido de carbono e amônia, uma atividade correspondente a 47,5 ± 12,29 U de 

urease/KgF (TABELA 2). Similarmente ao observado com o inibidor de tripsina, a 

atividade ureásica detectada no presente estudo foi relativamente menor àquela presente 

em sementes de soja, cujos valores variaram de 107,30 ± 9,47 a 219,28 ± 2,60 U de 

urease/KgF (VASCONCELOS et al., 2001).  

 O extrato total de D. megacarpa mostrou, ainda, presença de outra proteína 

bioativa, exibindo mortalidade em camundongos quando injetado por via 

intraperitoneal, no intervalo de 1 a 24 horas. Os animais apresentaram sintomas típicos 

de comprometimento do sistema nervoso, tais como piloereção, taquicardia, convulsão, 

estiramento da cauda e patas, culminando com morte. Sua DL50 foi 119,6 ± 1,5 mgP/Kg 

de peso corpóreo (TABELA 2), sendo cerca de duas vezes menor do que aquela do 

genótipo de soja TRC-H (SIEBRA, 2004), evidenciando, assim, sua toxicidade.  

 Dentre as proteínas relacionadas à patogênese, foi detectada a presença da 

enzima quitinase, através da avaliação da degradação do substrato quitina à N-acetil-

glucosamina. A atividade específica detectada no extrato total de D. megacarpa 

correspondeu a 1,66 ± 0,15 ηKat/mgP (TABELA 2), se apresentando maior do que 

aquelas encontradas em genótipos da soja, cujas atividades variaram de 0,26 a 0,44 

ηKat/mgP (SIEBRA, 2004). O extrato total de D. megacarpa também se mostrou capaz 

de catalisar a quebra hidrolítica de ligações β-1,3-glucosídicas presentes nos β-1,3 

glucanos, considerados os principais componentes da parede celular dos fungos 

(MEANS et al., 1992). Todavia, essa atividade foi relativamente baixa, correspondendo 

a 0,55 ± 1,60 ηKat/mgP, um valor bem inferior aos encontrados nos genótipos de soja 

Seridó e Seridó-RCH, que corresponderam a 9,84 e 12,06 ηKat/mgP, respectivamente 

(SOUZA, 2001). Inversamente ao descrito para quitinase e -1,3-glucanase, proteases e 

peroxidases não foram detectadas no extrato total das sementes de D. megacarpa, pelo 

menos nas condições de ensaio realizadas.  

No intuito de averiguar se as atividades contra fungos fitopatogênicos e 

leveduras, detectadas no extrato total de D. megacarpa, estavam associadas à lectina 



Braga, A. B.                                 Potenciais Fungicida e Inseticida ... 

 

78 

 

que interagia com a matriz de Sephadex G-50 (MOREIRA et al., 1983), cromatografia 

usando essa coluna foi escolhida como primeiro procedimento de purificação da 

proteína com ação antifúngica (FIGURA 8). Os resultados obtidos mostraram que a 

atividade antifúngica, monitorada com o fungo Aspergillus niger não estava vinculada à 

lectina que interagiu com a matriz de Sephadex G-50, mas a fração protéica não retida, 

denominada S1 (FIGURA 7). Ainda que a matriz de Sephadex G-50 não tenha retido a 

proteína com ação antifúngica, essa permaneceu como primeira etapa no procedimento 

de purificação, dada sua excelente capacidade em separar proteínas, dentre essas, a 

lectina reportada por Moreira et al. (1983) da proteína antifúngica de interesse.  

Dado o elevado teor de proteínas de S1, 247,80  6,0 mgP/100 gF, 

representando 94% das proteínas do extrato total (TABELA 3), essa fração foi 

selecionada para dar prosseguimento à purificação da proteína antifúngica. Entretanto, 

essa fração protéica apresentou além de atividade antifúngica, atividades 

hemaglutinante (TABELA 4) e quitinásica (TABELA 5). Uma vez que não houve 

saturação da matriz de Sephadex G-50 com as proteínas do extrato total, é possível que 

a atividade hemaglutinante detectada em S1 estivesse associada à lectina reportada por 

Melgarejo et al. (2005).  

A coexistência em uma mesma fração protéica de atividades quitinásica e 

antifúngica pareceu bem satisfatória, diante do principal foco do presente trabalho. De 

fato, algumas quitinases afetam negativamente o crescimento de fungos, sendo esse 

efeito negativo ocasionado pela degradação da quitina decorrente da ação dessas 

enzimas, acarretando perda de suas propriedades estruturais e funcionais (WANG e 

GRANADOS, 2000, ZAREIE et al., 2002). Diante de tais considerações, a matriz de 

quitina foi selecionada como próximo passo de purificação. Além disso, a matriz de 

quitina tem se mostrado um excelente suporte para ligação de várias proteínas 

antifúngicas, tais como quitinases (FERREIRA et al., 2007), proteínas ligantes à quitina 

(HUANG et al., 2000) e vicilinas (SALES et al., 1996, FIRMINO et a.l, 1996, GOMES 

et al., 1998).  

A aplicação da fração S1 na matriz de quitina resultou em uma fração não retida 

(Q1) e duas outras frações retidas à coluna, uma eluída com solução de ácido acético 

0,05 M, pH 3,0 (Q2), e a outra com tampão glicina 0,1 M, pH 9,0 (Q3) (FIGURA 11). 

A atividade antifúngica, dessa vez avaliada apenas contra S. cerevisiae, dada à 

facilidade, sensibilidade da técnica e ao uso de pequena quantidade de proteína, ficou 

concentrada na fração protéica Q3 (FIGURA 12). Q3 apresentou um teor médio de 
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proteína correspondente a 34,20 ± 1,0 mgP/100 gF, representando 13% da proteína 

presente no extrato total (TABELA 3). A despeito da atividade antifúngica detectada em 

Q3, atividades hemaglutinante e quitinásica não foram mais observadas nessa fração 

protéica, demonstrando serem essas oriundas de proteínas distintas. Tais atividades, por 

outro lado, ficaram concentradas na fração protéica eluída em condições ácidas 

(TABELAS 4 e 5). Interessantemente, quando comparadas às respectivas atividades em 

passos anteriores, foi observada uma purificação dessa(s) proteína(s), além da 

purificação daquela com atividade antifúngica.  

Ainda não tendo sido empregada a cromatografia de troca iônica no 

procedimento de obtenção da proteína pura, uma técnica, muitas vezes, bastante útil 

para essa finalidade, a matriz de Resouce Q, acoplada ao sistema de FPLC, foi utilizada. 

Esse procedimento possibilitou a separação eficaz de proteínas, resultando na obtenção 

de quatro picos bem definidos; um não retido (RQ) e outros três eluídos após adição de 

0,1 M, 0,2 M e 0,3 M de NaCl ao tampão acetato de sódio 0,05 M, pH 5,2 (tampão de 

equilíbrio), denominados RQ1, RQ2 e RQ3, respectivamente (FIGURA 13). Dentre os 

diferentes picos resultantes da cromatografia em coluna de Resource Q, RQ3 

concentrou a atividade antifúngica, tendo se mostrado capaz de inibir o crescimento das 

leveduras S. cerevisiae e C. tropicalis (FIGURAS 14 e 15). Experimentos adicionais 

comprovaram a ausência de atividades hemaglutinante e quitinásica associadas ao pico 

RQ3 (TABELAS 4 e 5). O teor médio de proteínas em RQ3 foi 0,31 mgP/100 gF, 

correspondendo 0,1% da proteína presente no extrato total (TABELA 3).  

Após cada processo cromatográfico, eletroforeses eram realizadas, a fim de 

analisar os perfis eletroforéticos das frações protéicas obtidas. Assim, quando analisado 

o perfil de RQ3, esse pareceu estar puro, apresentando apenas uma banda de massa 

molecular aparente em torno de 67-68 kDa, quando submetido à eletroforese em gel de 

poliacrilamida sob condição desnaturante (PAGE-SDS), na ausência de β-

mercaptoetanol (FIGURA 16, Raia 2). Quando adicionado β-mercaptoetanol 2,0% à 

amostra, duas bandas protéicas distintas, com massa molecular aparente na faixa de 67-

69 kDa, foram visualizadas (FIGURA 16, Raia 3). Uma vez que houve alterações nos 

perfis eletroforéticos da amostra sem e com β-mercaptoetanol, é provável que pontes 

dissulfeto intracadeia tenham sido desfeitas. Todavia, pelos resultados obtidos, é 

possível que esse efeito não tenha atingido uniformemente todas as moléculas de 

proteína, ocasionando padrão ligeiramente distinto de migração, possibilitando, assim, a 

visualização de duas bandas protéicas. Uma das razões para isso poderia estar 
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relacionada às condições usadas para redução, envolvendo a quantidade de β-

mercaptoetanol e o tempo de aquecimento (β-mercaptoetanol 2,0%, aquecimento a 100 

o
C, por 15 minutos). Algumas proteínas mostram uma maior resistência para o 

rompimento de pontes dissulfeto. Por exemplo, a SBTX, uma toxina presente em 

sementes da soja, apenas mostrou dissociação efetiva de suas cadeias após tratamento 

com β-mercaptoetanol 5%, por 30 minutos (VASCONCELOS et al., 2008). O 

tratamento da SBTX com esse agente redutor a 1% não resultou numa separação 

satisfatória, pois, ora havia uma separação parcial, ora as subunidades não eram 

separadas (VASCONCELOS et al., 2008). Outro exemplo, é o caso da proteína 

lisozima que, apenas foi completamente reduzida após sua incubação com DTT 2 mM, 

a 30 ºC, durante 4 horas, seguida de uma alquilação com iodoacetamida 6 mM, 30 ºC, 

durante 1 hora, na ausência de luz (TOUCH et al., 2004). De fato, pontes dissulfeto 

estabilizam fortemente a estrutura tridimensional de uma proteína (WEDEMEYER et 

al., 2000), sendo, portanto, difícil de controlar o grau de clivagem dessas pontes 

(CAYOT et al., 2002).  

Dada a aparente pureza de RQ3, esse passou a ser denominado de proteína 

antifúngica de D. megacarpa, ou simplesmente Dm-PAF. Apesar da pureza constatada, 

sua sequência NH2-terminal, obtida por degradação de Edman, não foi conclusiva. 

Provavelmente, pelo fato do NH2-terminal estar bloqueado, em concordância com o que 

tem sido verificado com a maioria das proteínas vegetais (CARUSO, 2001, OLIVEIRA, 

2009). A não obtenção da seqüência NH2-terminal da Dm-PAF, combinada à ausência 

de atividades hemaglutinante e quitinásica associadas a essa proteína, impossibilitaram, 

diante dos experimentos conduzidos, uma classificação definida da proteína antifúngica 

em estudo. Proteína antifúngica, mas desprovida de atividades hemaglutinante e 

quitinásica, tem sido descrita na literatura; um exemplo é a HM30, uma proteína de 

folhas de Hydrangea macrophyta (YANG e GONG, 2002).  

Ainda que os resultados obtidos não tenham permitido a classificação da Dm-

PAF, os resultados de ação antifúngica coligados a essa proteína são contundentes. No 

presente trabalho, a ação antifúngica foi perseguida através do uso de diferentes 

técnicas, compreendendo ensaio de inibição da germinação de esporos, ensaio de 

inibição de crescimento de fungos em meio sólido e ensaio de inibição do crescimento 

de leveduras em meio líquido. Acompanhando a atividade antifúngica das diferentes 

amostras analisadas, iniciando do extrato total até a obtenção da Dm-PAF, é possível 

fazer o relato descrito a seguir.  
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O extrato total (400 µgP/mL), ainda que dialisado, foi capaz de inibir o 

crescimento do fungo A. niger em meio sólido (FIGURA 7). Entretanto, essa inibição 

aparentemente foi maior no extrato não dialisado, possivelmente pela presença de 

compostos secundários e peptídeos menores que 12 kDa, ressaltando o potencial de 

sementes de D. megacarpa no combate a fitopatógenos. Compostos secundários são 

conhecidos por inibirem a ação de inúmeros organismos, dentre os quais se destacam os 

fungos (LIU et al., 2001, SÁ et al, 2009). Essa ação contra fungos é, também, 

evidenciada com diversos peptídeos. Um exemplo é um peptídeo de massa molecular de 

8 kDa isolado de Cicer arietnum L. (grão-de-bico), que promoveu inibição do 

crescimento micelial dos fungos Physalospora piricola, Mycosphaerella arachicola e 

Botrytis cinerea (CHU et al., 2003). Inibição da atividade antifúngica também foi 

demonstrada por um peptídeo isolado de sementes de Phytolacca americana (PAFP-s), 

que inibiu o crescimento de Trichoderma viridae, Fusarium oxysporum, Morchella. 

conica e Pyricularia. oryzae (SHAO et al., 1999).  

Avaliada na mesma concentração do extrato total, a fração S1 (400 µgP/mL), 

representando o pico não retido na cromatografia em Sephadex G-50, também inibiu o 

desenvolvimento do fungo A. niger (FIGURA 7). Essa concentração foi relativamente 

alta, em torno de oito vezes maior do que aquela da toxina da soja, quando avaliados 

seus efeitos sobre o fitopatógeno Cercospora sojina (VASCONCELOS et al., 2008). 

Contudo, inibição do A. niger não foi evidenciada em S3, a lectina caracterizada por 

Moreira et al. (1983) (FIGURA 7). S1 (0,25 µgP/µL) foi, ainda, capaz de inibir a 

germinação dos esporos de A. niger (FIGURA 9). Nesse caso, a concentração foi duas 

vezes menor do que aquela das proteínas ligantes à quitina (0,5 µgP/µL), presentes em 

sementes de Moringa oleifera, que mostraram habilidade para inibir a germinação dos 

esporos dos fungos F. solani, Rizhoctonia solani, Colletotrichum gloeosporioides e C. 

lindemunthianum (GIFONI, 2005). Concentrações protéicas mais elevadas do que a de 

S1 foram, ainda, observadas com as lectinas da soja (SBA) e de amendoim (PNA), que 

apresentaram efeitos inibitórios sobre a germinação dos esporos de diferentes fungos na 

concentração de 5 µgP/µL (BARKAI-GOLAN et al., 1978). Ainda nesse contexto, 

outro exemplo é a proteína isolada da cana-de-açúcar, denominada canecistatina, que 

mostrou efeito inibitório sobre a germinação de esporos e crescimento micelial do fungo 

Trichoderma ressei na concentração de 200 µg/µL (COSTA et al., 2002). Quando 

avaliados os efeitos de S1 sobre o crescimento de leveduras, ação inibitória foi 

encontrada numa concentração ainda menor, 0,1 µgP/µL (FIGURA 10).  
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Quanto a Q3, representando o pico protéico com atividade antifúngica oriundo 

da cromatografia em coluna de quitina, atividade inibitória sobre o crescimento de S. 

cerevisiae foi encontrada numa concentração menor, 0,06 µgP/µL (FIGURA 12). Essa 

atividade foi potencializada com a purificação da proteína, uma vez que Dm-PAF, 

representando a proteína antifúngica pura, apresentou efeito inibitório para S. cerevisiae 

na concentração de 0,015 µgP/µL (FIGURA 14). Dm-PAF, na mesma concentração 

citada, também se mostrou ativa contra a levedura patogênica C. tropicalis, 

evidenciando seu potencial como ferramenta para uso clínico (FIGURA 15). C. 

tropicalis foi, também, inibida por uma proteína de 30 kDa isolada de Sorghum bicolor, 

porém, numa concentração expressivamente maior, 18 µgP/µL (MINCOFF et al., 

2006). Diferente do relatado para Dm-PAF, uma defensina isolada de sementes de 

Phaseolus vulgaris, denominada PvD1, foi capaz de inibir apenas o crescimento de S. 

cerevisiae, mas não o de C. tropicalis, quando testada a 100 µgP/µL (GOMES et al., 

2008). Em adição, inibição do crescimento de S. cerevisiae foi evidenciada pela lectina 

de Luetzelburgia auriculata, denominada de LAA (MELO et al., 2005), porém a uma 

concentração 333 vezes maior do que a demonstrada para Dm-PAF.  

No intuito de se evidenciar mais à frente os efeitos da Dm-PAF, foi avaliado se o 

mecanismo de ação pelo qual essa proteína estaria atuando seria pela interação com 

bombas H
+
-ATPases. Para tanto, leveduras foram escolhidas pela facilidade de 

manipulação de suas células, atribuída à sua natureza unicelular. Células de levedura 

apresentam parede celular constituída pelos polissacarídeos estruturais β-1,3-glucana, β-

1,6-glucana e quitina e são permeáveis a dextranas com 70 kDa, sugerindo que Dm-PAF 

poderia interagir diretamente com a parede, ou mesmo com constituintes da membrana 

celular por apresentar livre trânsito, desencadeando algum tipo de efeito sobre essas 

estruturas (NOBEL et al., 1989). Os dados obtidos no presente trabalho excluem a 

possibilidade de atuação dessa proteína juntamente a bombas H
+
-ATPases, evidenciada 

pela não inibição da acidificação do meio promovida por células de S. cerevisiae (1,0 x 

10
7 

células/mL) após adição de glucose 0,5 M (FIGURA 18). A atividade H
+
-ATPases é 

mediada por bombas de prótons que utilizam energia para manutenção da estabilidade 

osmótica da célula fúngica, bem como para a homeostase funcional do pH intracelular 

(TATSADJIEU et al., 2009). A eficiência desse mecanismo é indicada pela acidificação 

das células, visto que, adicionando açúcares num meio, comumente glucose, que 

contém células vivas em fase estacionária, o transporte dessa molécula através dessas 

bombas de prótons (antiporte Glicose-H
+
) é rapidamente induzido, resultando na 
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promoção gradual do abaixamento do pH externo pelo aumento da concentração externa 

de H
+ 

(MONK e PERLIN, 1994; SETO-YOUNG et al., 1997; TATSADJIEU et al., 

2009). Diferentemente do verificado para a Dm-PAF, esse mecanismo de ação foi 

verificado para a lectina cotiledonária de L. auriculata (MELO et al., 2005). Assim 

sendo, estudos adicionais são necessários de modo a avaliar se a ação antifúngica da 

Dm-PAF é decorrente de sua atuação direta na parede celular e/ou na membrana 

plasmática do fungo e/ou em alvos intracelulares.  

Uma vez a Dm-PAF atuando diretamente na parede celular do fungo, poderia 

haver comprometimento de uma das principais funções desempenhadas por essa 

estrutura, que é a proteção do organismo contra condições hostis (RAST et al., 2003). 

Efeito deletério na parede celular foi verificado para uma proteína antifúngica de 30 

kDa isolada de sementes S. bicolor, resultando na inibição da formação do tubo 

germinativo que, por sua vez, necessita da integridade da parede celular para divisão das 

células (MINCOFF et al., 2006). 

Ação antifúngica oriunda de alteração no funcionamento da membrana seria 

outra possibilidade de atuação proposta para a Dm-PAF. Vicilinas de Vigna unguiculata 

(feijão-caupi) mostraram potente ação antifúngica, provavelmente por uma atuação 

sinérgica, em interações com a membrana plasmática e parede celular. Tal fato foi 

resultante da ligação de vicilinas a polissacarídeos e a glicoconjugados na superfície da 

célula fúngica (GOMES et al., 1998). Como a Dm-PAF mostrou ser uma proteína 

ligante à quitina, essa proteína poderia apresentar um mecanismo de atuação similar ao 

demonstrado por essas vicilinas.   

Outra possibilidade para ação da Dm-PAF poderia estar vinculada à sua entrada 

na célula, ocorrendo interação com vários alvos intracelulares (ODDS et al., 2003). 

Atividade antifúngica intrínseca foi apresentada por uma RIP de 20 kDa, isolada do 

cogumelo Lyophyllum shimeji, que se mostrou capaz de formar um canal nas células 

fúngicas, permitindo a entrada do efetômero (cadeia A), possuidor de atividade N-

glicosidásica, causadora de danos ao RNA (NG et al., 2001). 

Durante a realização do presente trabalho, inexistência de estudos referentes à 

atividade inseticida para as lectinas presentes nas sementes de D. megacarpa foi 

verificada. No entanto, atividade inseticida de lectinas vegetais contra diversas espécies 

de insetos pertencentes às ordens Coleoptera, Homoptera, Diptera e Lepidoptera tem 

sido relatada (GATHEHOUSE et al., 1995; CARLINI e GROSSI-DE-SÁ, 2002; 

VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004). Essas evidências associadas à facilidade de 
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obtenção da lectina ligante à matriz de Sephadex G-50, resultante do procedimento de 

purificação da Dm-PAF, motivaram a realização de um bioensaio com foco na atividade 

inseticida dessa lectina, usando como modelo experimental o inseto C. maculatus, 

pertencente à ordem Coleoptera. Todavia, antes de sua utilização para esse propósito, 

seu perfil eletroforético foi analisado. Por esse procedimento, foi confirmada a presença 

de suas três subunidades protéicas, com massas moleculares aparentes nas faixas de 25-

26, 13-14 e 8-9 kDa (FIGURA 17). Esse perfil é inalterado mesmo com a presença de 

agente redutor (MOREIRA et 1983). Essas três subunidades são comumente 

encontradas em várias outras lectinas, tais como aquelas isoladas de Canavalia 

ensiformis (WANG et al., 1971; HAGUE, 1975), C. brasiliensis (MOREIRA e 

CAVADA, 1984), C. maritima, C. gladiata (HAGUE, 1975; YAMAUCHI e 

MINAMIKAA, 1990) e Cratylia floribunda (OLIVEIRA et al., 1991).  

No ensaio com C. maculatus, a lectina supracitada foi incorporada em sementes 

artificiais, preparadas com farinha de feijão-caupi, nos seguintes níveis de inclusão: 0,1, 

0,25, 0,5% (p/p). Vários parâmetros foram analisados ao longo de 60 dias de 

experimento, visando avaliar os efeitos dessa lectina sobre C. maculatus. Um desses foi 

o ganho de peso, tendo sido verificado separadamente os machos e as fêmeas (FIGURA 

19). A razão para isso é que, machos, geralmente, apresentam peso corpóreo menor do 

que as fêmeas, o que poderia interferir nos cálculos de peso médio dos insetos adultos 

atingido ao final do experimento. Os resultados obtidos mostraram que mesmo no nível 

mais alto de inclusão (0,5%), a lectina de D. megacarpa não interferiu 

significativamente (p > 0,05) no peso dos insetos, quando comparada ao grupo controle 

(FIGURA 19). Interferência de lectina sobre o peso corpóreo de C. maculatus já foi 

verificada, como a promovida pela lectina isolada de Gracilaria ornata. No entanto, 

isso apenas foi observado quando incluída em um nível mais elevado, a 1% (LEITE et 

al., 2005). 

Diferentemente do observado para o ganho de peso, a lectina de D. megacarpa 

foi capaz de retardar o desenvolvimento dos insetos, sendo o menor nível de inclusão já 

suficiente para causar esse efeito (FIGURA 20). O retardo ocorrido foi correspondente a 

um período de 6 a 8 dias. Efeito sobre esse parâmetro tem sido verificado com outras 

proteínas vegetais. Um exemplo é o inibidor recombinante de proteinase cisteínica de 

sementes de Glycine max, denominado N2, que numa faixa de inclusão similar a usada 

no presente trabalho, causou um atraso de 10 dias no tempo médio de desenvolvimento 

do C. maculatus (LALITHA et al., 2005).  
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Diferença significativa no tratamento com a lectina de D. megacarpa em relação 

ao controle foi, ainda, verificada no percentual de emergência dos insetos, porém apenas 

no nível de 0,5% de inclusão (FIGURA 21). A lectina de Talisia esculenta causou, 

também, diminuição da taxa de sobrevivência dos insetos, quando incorporada em 

sementes artificiais nos níveis de 0,5 a 2%, sendo o efeito dose-dependente (MACEDO 

et al., 2002). 

O índice de crescimento (IC) e o índice de resistência (IR) foram dois outros 

parâmetros analisados. O IC relaciona os efeitos causados por um determinado tipo de 

dieta sobre o tempo de desenvolvimento e percentagem de insetos emergentes. O 

princípio desse índice está baseado no fato de que as condições adversas impostas por 

uma dieta inadequada são capazes de prolongar o tempo médio de desenvolvimento e 

diminuir o número de insetos emergentes, resultando num índice de crescimento baixo. 

Em contrapartida, uma dieta considerada adequada para os insetos resulta num alto 

valor de índice de crescimento (HOWE, 1971). Já o índice de resistência é baseado na 

relação entre o IC do grupo de insetos alimentados com a dieta teste e o IC do grupo 

controle, sendo expresso em percentagem. Apesar do IC e IR serem considerados 

medidas arbitrárias, eles têm sido empregados na tentativa de ajudar a condensar e 

ordenar os efeitos de amostras-teste sobre diferentes modelos experimentais 

(MACHUKA et al., 2000). Dessa forma, esses índices foram considerados para os 

diferentes tratamentos realizados no presente trabalho (TABELA 6), tendo sido 

encontrados IC e IR significativos (p < 0,05) nos tratamentos contendo a lectina em 

comparação ao controle. Lectinas de Sphenostylis stenocarpa, denominadas Enugu 95-3 

e Umueze 98-3-2, quando incluídas a 5% apresentaram IC e IR cerca de duas vezes 

maior e igual, respectivamente (MACHUKA et al., 2000), aos verificados com a lectina 

de D. megacarpa.  

A rigor, o ciclo biológico do inseto constitui uma variável importante ao se 

avaliar a resistência de genótipos a pragas, pois quanto mais alongado é o ciclo, maior é 

o indício de resistência do genótipo (REDDEN e McGUIRE, 1983). A resistência é 

caracterizada pelo alongamento do período de ovo até adulto e pela redução no número 

de insetos adultos emergidos, sendo considerada do tipo antibiose (ARAÚJO e WATT, 

1988). No caso específico do presente trabalho, esses parâmetros foram utilizados para 

avaliar a influência da lectina sobre o C. maculatus. De fato, nos tratamentos em que 

essa lectina foi incorporada na dieta, foram verificados aumento no tempo médio de 

desenvolvimento e redução na emergência dos insetos. Portanto, a análise em conjunto 
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dos parâmetros aqui avaliados deixa patente o efeito inseticida da lectina de D. 

megacarpa para C. maculatus, podendo vir a comprometer seriamente o ciclo vital 

desse inseto.  

Por fim, os resultados aqui apresentados respondem aos questionamentos 

realizados no início do trabalho, mostrando serem as sementes de D. megacarpa uma 

rica fonte de proteínas de defesa, ativas no controle de fungos e do inseto C. maculatus.  
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No presente trabalho, foi purificada de sementes de Dioclea megacarpa Rolfe 

uma proteína antifúngica com massa molecular aparente de 67-68 kDa. Essa proteína 

não mostrou ser hololectina e nem quitinase, apresentando sua seqüência NH2-terminal 

bloqueada. Apesar de sua potente atividade antifúngica (0,015 µgP/µL), os dados 

obtidos excluem o envolvimento com bombas de H
+
-ATPase como parte integrante de 

seu mecanismo de ação.  

A lectina presente em sementes de D. megacarpa, previamente descrita por 

Moreira et al. (1983), mostrou potencial inseticida contra Callosobruchus maculatus, 

interferindo em parâmetros importantes relacionados ao ciclo vital do inseto. 

Os dados aqui apresentados, ainda que necessitem de uma caracterização mais 

minuciosa, respondem aos questionamentos realizados no início do trabalho, mostrando 

serem as sementes de D. megacarpa uma rica fonte de proteínas de defesa, ativas no 

controle de fungos e do inseto C. maculatus.  
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