UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS BACHARELADO

ANTONIO VINICIUS DE SOUZA RODRIGUES

PURIFICACAO E AVALIACAO DO POTENCIAL LARVICIDA E
ANTIMICROBIANO DE UM INIBIDOR DE PROTEASE DE Dioclea megacarpa Rolfe

FORTALEZA
2026



ANTONIO VINICIUS DE SOUZA RODRIGUES

PURIFICACAO E AVALIACAO DO POTENCIAL LARVICIDA E
ANTIMICROBIANO DE UM INIBIDOR DE PROTEASE DE Dioclea megacarpa Rolfe

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao curso de Ciéncias Biologicas do Centro de
Ciéncias da Universidade Federal do Ceara,
como requisito a obtencdo do grau de
Bacharel em Ciéncias Biolodgicas.

Orientadora: Profa. Dra. Marina Duarte Pinto
Lobo

Co-orientador: Dr. Luiz Carlos Pereira
Almeida Filho

FORTALEZA
2026



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

R611p Rodrigues, Antonio Vinicius de Souza.
Purificagdo e avaliacdo do potencial larvicida e antimicrobiano de um inibidor de protease de Dioclea
megacarpa Rolfe / Antonio Vinicius de Souza Rodrigues. — 2026.
38 f. : il. color.

Trabalho de Conclusio de Curso (graduag@o) — Universidade Federal do Cear4, Centro de Ciéncias,
Curso de Ciéncias Bioldgicas, Fortaleza, 2026.

Orientagdo: Profa. Dra. Marina Duarte Pinto Lobo.

Coorientacao: Prof. Dr. Luiz Carlos Pereira Almeida Filho.

1. Arboviroses. 2. Aedes aegypti. 3. Mucuna. I. Titulo.
CDD 570




ANTONIO VINICIUS DE SOUZA RODRIGUES

PURIFICACAO E AVALIACAO DO POTENCIAL LARVICIDA E
ANTIMICROBIANO DE UM INIBIDOR DE PROTEASE DE Dioclea megacarpa Rolfe

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao curso de Ciéncias Biologicas do Centro de
Ciéncias da Universidade Federal do Ceara,
como requisito a obtencdo do grau de
Bacharel em Ciéncias Biologicas.

Aprovada em 14/01/2026

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Marina Duarte Pinto Lobo (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Dr. Luiz Carlos Pereira Almeida Filho (Co-orientador)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Ticiana Monteiro Abreu

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Dra. Talita Camila Evaristo da Silva Nascimento

Universidade Federal do Ceara (UFC)



AGRADECIMENTOS

A Deus e aos meus guias, que me provam, todos os dias, que ndo existem caminhos

fechados para quem esta determinado a trilha-los. Laroyé, Exu!

A minha mae, Gislane Gomes de Souza, por ser o maior exemplo de forca e amor
que eu poderia ter, por nunca desistir de mim e por se doar tanto em prol de todos ao seu
redor, inclusive eu. Por me ensinar, dia ap6s dia, que as dificuldades da vida nunca devem

pesar mais no coragdo do que a nossa vontade de vencer. Tudo o que eu faco ¢ pela senhora.

A minha irma, Leticia Souza de Carvalho, por me escutar tagarelar incessantemente
sobre assuntos que ela (ainda) ndo entende, por todo o seu entusiasmo e brilho que iluminam

minha vida dia ap6s dia. Vocé ¢ uma flor linda e eu adoro ver vocé crescer!

A minha falecida avd, Arizan Gomes de Souza. Sua luz brilha, sem descanso, no
coragdo de todos que tiveram a alegria de lhe conhecer, e eu gosto de pensar que brilha de um
jeitinho especial através de mim. Todo grande passo que eu dou ¢ acompanhado da falta do

teu sorriso meigo e do aconchego do teu abrago. Espero estar lhe honrando, v6zinha.

Aos amigos que fiz na faculdade e, com sorte, levarei pra vida: lasmim Medeiros,
José Mailton, Ramon Vasconcelos, Thayna Vasconcelos e Eduarda Ricarte. Obrigado por
todas as risadas, memorias ¢ momentos de alegria que construimos, vocés foram uma forca

motriz na minha caminhada. Que as dores da vida nao nos torne amargos.

A minha professora orientadora, Marina Duarte Pinto Lobo, por ser um exemplo de
pessoa e de educadora. Por me acolher sem hesitagao desde o primeiro momento, entender as
dificuldades que a vida nos traz e me assegurar de que as coisas mudariam para melhor. Por
ndo desistir do meu projeto e nem de mim, e por fazer tudo isso com o sorriso mais brilhante
de todos. Obrigado por tudo, Marina. Se a vida me levar para o caminho da educagao, espero

marcar pelo menos um COI'anlO como a senhora marcou o meu.

Ao meu co-orientador, Luiz Carlos Pereira Almeida Filho, por ter se tornado,
também, um amigo. Pela paciéncia ao me ensinar os calculos assustadores e as minucias de
pipetagem e organizacdo de laboratorio. Pelo entusiasmo ao conversar sobre plantas, animes,
séries, filmes e musicas. Por todo o companheirismo, broncas e longas conversas, fica aqui o

meu muito obrigado. Seus ensinamentos (cientificos ou nao) vao ficar comigo pra sempre!



Aos membros do Laboratério de Bioprospeccao de Recursos Regionais, obrigado
pela companhia, cumplicidade, contribui¢des académicas e inumeras conversas que tivemos

nas horas aparentemente infinitas de laboratoério. Todo sucesso para voceés!

Ao Prof. Dr. Carlos Eduardo Tolussi e a Profa. Dra. Erika Freitas Mota, por sua

contribuicdo valiosa de conhecimento e alegria nos dias de laboratério.

Aos membros da banca avaliadora da minha defesa, Dr. Pedro Matheus Sousa
Tabosa ¢ Dra. Ticiana Monteiro Abreu, por toda a sua disponibilidade e cordialidade

durante o processo, sua contribui¢do foi fundamental para a minha formacao.

Ao Laboratorio de Bioprospeccao de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN -
UFC), pela contribuicdo indispensavel para a realizacdo dos ensaios de atividade bactericida

e fungicida.



RESUMO

Doengas transmitidas por insetos vetores sdo um dos maiores problemas de saude
publica do mundo. No Brasil, 0 mosquito Aedes aegypti causa a maior preocupagao, sendo
responsavel por transmitir doengcas como Dengue, Zika e Chikungunya. Os métodos de
prevencdo contra esse € outros insetos se concentram, principalmente, no uso de quimicos
sintéticos, que possuem um longo e preocupante historico relacionado a riscos contra a saude
humana, desequilibrio ambiental e surgimento de populacdes de vetores resistentes. Sendo
assim, os bioinseticidas aparecem como uma solugao sustentdvel e segura para o problema.
Dentro dessa classe, alguns dos bioinseticidas mais explorados sdo os bioativos extraidos de
plantas, a exemplo dos inibidores de protease, encontrados comumente em familias como
Fabaceae, Cucurbitaceae e Solanaceae. Desta forma, o objetivo do trabalho foi purificar e
avaliar o potencial larvicida e antimicrobiano de um inibidor de protease oriundo de Dioclea
megacarpa. Para determinagdo inicial de perfil proteico, o extrato bruto (EbDM), obtido a
partir de extragdo contra Tampdo Tris HCL 50mM pH 7.5, foi fracionado com é&cido
tricloroacético (TCA) 20% e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Apo6s a determinacao da melhor fracado (DmF5), o isolamento do inibidor se deu através de
cromatografia de afinidade a tripsina, apenas a amostra retida na coluna (RDmFS5) foi
selecionada para posteriores testes. Os testes de inibicdo de tripsina apresentaram valores
muito promissores, chegando a alcancar uma medida de atividade inibitoria especifica de
25.569,80 Ul/mg. Ademais, os testes de atividade inibitoria sobre proteases intestinais de
Aedes aegypti apresentaram 20% de inibicdo na menor concentracdo (0,234 ug/mL), e
alcangaram até 53% em ensaios com 1,872 ug/mL. Nos ensaios de atividade antimicrobiana,
diferentes concentragdes de RDmF5 ¢ NRDmF5 foram utilizadas contra cepas de Candida
spp. € Staphylococcus spp., € ndo apresentaram concentracao inibitéria minima satisfatoria.
Esses dados mostram a eficacia do inibidor de protease isolado de Dioclea megacarpa como
agente larvicida, sugerindo seu potencial uso como bioinseticida, ¢ demonstra sua ineficacia
como agente antimicrobiano.

Palavras-chave: Arboviroses, Aedes aegypti, mucuna.



ABSTRACT

Vector-borne diseases are one of the major public health problems in the world. In
Brazil, the Aedes aegypti mosquito causes great concern, being responsible for transmitting
diseases such as Dengue, Zika, and Chikungunya. Prevention methods against this and other
insects focus mainly on the use of synthetic chemicals, which have a long and worrying
history related to risks against human health, environmental imbalance, and the emergence of
resistant vector populations. Therefore, bioinsecticides appear as a sustainable and safe
solution to the problem. Within this class, some of the most explored bioinsecticides are
bioactive compounds extracted from plants, such as protease inhibitors, commonly found in
families such as Fabaceae, Cucurbitaceae, and Solanaceae. Thus, the objectives of the
present work focused on the purification and evaluation of the larvicidal and antimicrobial
potential of a protease inhibitor derived from Dioclea megacarpa. For initial protein profile
determination, the crude extract (EbDM), obtained through extraction with buffer Tris HC1 50
mM pH 7.5, was fractionated with 20% trichloroacetic acid (TCA) and subjected to
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). After determining the best fraction
(DmFS5), the isolation of the inhibitor was given through trypsin affinity chromatography,
where only the sample retained in the column (RDmF5) was selected for subsequent tests.
The trypsin inhibition tests showed very promising values, reaching a specific inhibitory
activity measurement of 25,569.80 IU/mg. Furthermore, inhibitory activity tests on the
midgut proteases of Aedes aegypti showed 20% inhibition at the lowest concentration (0,234
ug/mL), reaching up to 53% in assays with 1,872 ug/mL. As for antimicrobial activity essays,
different concentrations of RDmF5 and NRDmF5 were used against Candida spp. and
Staphylococcus spp. strains, and they did not show a satisfactory minimum inhibitory
concentration. These data show the efficacy of the proteinase inhibitor isolated from Dioclea
megacarpa as a larvicidal agent, suggesting its potential use as a bioinsecticide, and
demonstrate its inefficiency as an antimicrobial agent.

Keywords: Arboviruses, Aedes aegypti, mucuna.
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1. INTRODUCAO

1.1 Insetos vetores de doencas

Doengas transmitidas por vetores sdo infeccdes causadas por patdgenos, cuja
transmissdo ocorre por artropodes tais como mosquitos, pulgas, carrapatos, triatomineos,
entre outros (Wilson et al., 2020). Estes animais podem ser classificados como vetores
bioldgicos, que carregam os patogenos dentro de seus corpos e os transmitem a outro
organismos através de mordidas ou picadas, a exemplo dos mosquitos, ou como vetores
mecanicos, como as moscas, que carregam os patdgenos na superficie de seu corpo e os
transmitem através do contato com os hospedeiros (Sarwar, 2015).

Muitos dos insetos vetores responsaveis pela transmissao de doengas tém seu ciclo de
vida fortemente ligado ao ambiente urbano. O avango da globalizagdo nos Ultimos anos tem
grande impacto nisso, visto que a gestdo de lixo nas cidades ndo conseguiu acompanhar a
escalada vertiginosa da produgdo de descartes solidos como latas, garrafas plasticas e outros
materiais de longa duracdo como pneus. O descarte incorreto destes produtos leva ao
aumento do nimero de esconderijos e locais de reprodugdo para insetos como 0s mosquitos
do género Aedes, conhecidos por sua preferéncia em se estabelecerem em areas com acimulo
de lixo humano (Krystosik et al., 2019). No Brasil, o histérico de Ae. aegypti revela uma
grande dificuldade no que tange ao seu controle, visto que a espécie apresenta habitos
antropofilicos e uma alta capacidade de adaptag@o aos ambientes urbanos (Terra ef al., 2017).

O controle de insetos vetores se sustenta, principalmente, em trés estratégias
principais, focadas nos controles bioldgico, mecanico e quimico. Este ultimo, visto como um
dos mais eficazes inicialmente, vem apresentando uma perda de eficacia devido ao aumento
alarmante da resisténcia a inseticidas em algumas populagdes de insetos (Shaw; Catteruccia,
2019). Para além disso, casos de sintomas adversos em humanos como vOmitos, tremores ¢
até convulsdes podem ser atribuidos ao uso reiterado e indiscriminado de substancias
quimicas ao longo dos anos. Desta forma, pesquisadores vém buscando alternativas aos
componentes tradicionais como forma de reduzir os riscos aos organismos ndo-alvo sem
perder a eficacia no combate aos insetos vetores de doencas (Hillary; Ceasar; Ignacimuthu,

2024).
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1.2 Arboviroses

1.2.1 Consideragoes gerais

Doengas infecciosas representam um sério problema de satde publica, ndo somente
nas Ameéricas, como no resto do mundo. Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS),
doencas transmitidas por vetores artropodes, denominadas arboviroses, representam mais de
17% das doencgas infecciosas ao redor do mundo, somando mais de 700.000 mortes
anualmente. Algumas destas doencas se encaixam no conceito de doengas tropicais
negligenciadas, que sdo aquelas causadas por agentes infecciosos ou parasitas, e consideradas
endémicas em populagdes de baixa renda (Hotez et al., 2007). Até o ano de 2025, surtos de
dengue vém afetando populagdes, causando mortes e sobrecarregando o sistema de satide de
regides como o Brasil, que registrou mais de 1 milhdo de casos da doenca no ano referido, de
acordo com a OMS.

Arbovirus sdo virus transmitidos por vetores artropodes, como os mosquitos, que
pertencem a familia Culicidae, a qual abriga cerca de 3.500 espécies, distribuidas em 41
géneros (Xia et al., 2018). Os arbovirus patogénicos para seres humanos podem ser
classificados em familias, sendo elas: Togaviridae, Bunyaviridae e Flaviviridae, ¢ podem
causar diversas doencas, algumas delas amplamente conhecidas, como a dengue, a zika, a
chikungunya e a febre amarela. (Braack et al., 2018).

A dengue ¢ transmitida pelas espécies Aedes aegypti e Ae. albopictus em mais de 100
paises ao redor do mundo, com predomindncia em paises proximos a linha do Equador
(Figura 1). Esse virus possui 4 sorotipos, € os seres humanos desenvolvem imunidade
somente contra o tipo pelo qual foram infectados (Figura 2). Seus sintomas incluem febre,
manchas avermelhadas pelo corpo e sintomas gastrointestinais nos casos mais brandos. Em

casos graves, pode causar hemorragia, falha de 6rgaos e até a morte (Lee et al., 2018).
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Figura 1 - Mapa das regides mais suscetiveis a surtos endémicos de Dengue.
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Fonte: Adaptado de Das et al., 2021

Figura 2 - Distribui¢do geografica dos sorotipos do virus da dengue na regido das Américas.
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Fonte: Adaptado de PAHO, 2025

A zika e a chikungunya, arboviroses em alta no Brasil, ndo sdo comumente fatais,
entretanto, sdo responsaveis por diversas complicagdes. A zika, por exemplo, apresenta uma

taxa de 10 a 15% de alteragdes congénitas em neonatos, principal razdo pela qual seu
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combate ¢ visado pelos oOrgdos responsaveis (Ministério da Saade, 2019). Quanto a

chikungunya, a maior preocupagdo estd atribuida ao nlimero expressivo de infectados que
desenvolvem artralgia debilitante apds o periodo de infec¢ao, que pode chegar a 90% (Lee et
al., 2018).

Os dados referentes a febre amarela sofrem com severa subnotificagao, o que dificulta
o entendimento sobre a doenga e sua disseminacdo, de acordo com a OMS (Monath;
Vasconcelos, 2015). Entretanto, sabe-se que a taxa de mortalidade dos infectados que
desenvolvem a fase grave da doenca pode variar entre 40 e 60% (Lee et al., 2018).

O risco do surgimento e ressurgimento de arbovirus com potencial pandémico
cresceu, e tende a continuar crescendo nos anos seguintes, visto que o alcance geografico
destes virus continuard aumentando gracas a fatores como a migragdo, a urbanizagdo, a
adaptacdo dos mosquitos vetores devido as mudancas climaticas e o crescimento

descontrolado de suas populagdes (OMS, 2024).

1.2.2 Vetores e ciclo de vida

Os mosquitos das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus sao vetores de interesse
médico em todo o mundo, responsaveis pela transmissao de doencas como dengue, zika e
chikungunya, que tem um impacto significativo no nimero de mortes anuais por infec¢des
transmitidas por vetores (Leta et al., 2017). O mosquito Ae. aegypti apresenta alta capacidade
de adaptagdo ao meio urbano, tanto dentro das residéncias, em ralos e caixas d’agua, como
também nos arredores, utilizando-se de recipientes como copos e garrafas plasticas, tampas,
sacolas, e outros como pneus, vasos, tanques € pocos, que promovem o acumulo de agua
parada, o que ¢ ideal para a oviposicdo destes insetos (Terra et al., 2017). Ja a espécie Ae.
albopictus apresenta, ainda, preferéncia por residuos solidos, cocos abertos e pequenos
recipientes plasticos, além dos supracitados, criando uma sobreposicao de habitats para essas
duas espécies (Krystosik et al., 2019).

Sabe-se que, apesar de muitas semelhangas observadas no que diz respeito aos habitos
de vida, as espécies tém origens diferentes. Ae. albopictus é, conhecidamente, originaria das
florestas tropicais do Sudeste da Asia (Benelli ef al., 2020), enquanto o Ae. aegypti se
originou — e ainda tem seus ancestrais — na regido da Africa subsaariana (Powell et al.,
2013).

Especula-se que essas espécies, assim como muitas outras, espalharam-se pelo mundo
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durante o periodo das Grandes Navegagdes, em navios onde as condigdes para sua

permanéncia eram abundantes (Powell et al., 2013). Com o passar do tempo, essas espécies
se distribuiram ao redor do mundo, sendo encontradas principalmente nos tropicos, com
presenca limitada apenas em regides da Europa, Norte da América e da Asia, devido a fatores
como o clima que sdo determinantes para sua sobrevivéncia e reproducao (Leta et al., 2018).
Os individuos da espécie Ae. aegypti sdo considerados holometabolos, pois passam
pelos estagios de ovo, larva, pupa e adulto, completando seu ciclo de vida num periodo entre

10 a 15 dias (Figura 3).

Figura 3 - Ciclo de vida de Aedes aegypti.

CICLO DE VIDA DE MOSQUITO Ae

Aedes pos

Mosguito Aedes refeigao de
2 dise sangue

2 dias 3 dias

Fonte: Adaptado de Anoopkumar et al., 2017

Na fase adulta, diferente dos machos que se alimentam apenas da seiva de plantas, as
fémeas se alimentam também de sangue e, consequentemente, transmitem as doengas (Silva
et al., 2025). Para sustentar essa dieta, os mosquitos contam com um arsenal responsavel pela
digestdo dos componentes sanguineos, principalmente no intestino médio, a exemplo de
enzimas serinicas como a tripsina e a quimotripsina (Noriega et al., 2002), alvos principais
dos bioinseticidas que vém sendo desenvolvidos.

Ap6s a copula, as fémeas produzem entre 100 e 200 ovos por ciclo reprodutivo,

dependendo da quantidade de sangue ingerido. Os ovos sdo depositados em superficies
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umidas, geralmente em locais inundéaveis, como buracos de arvores e recipientes artificiais,

como copos, garrafas, tampinhas e demais residuos solidos. Os ovos sdo postos
individualmente e espalhados em diferentes locais. As larvas se desenvolvem em 4 estadios
(L1-L4), sendo o ultimo o mais longo, cerca de 3 dias, e caracterizado por intensa
alimentacdo (Das et al., 2018). Esta ¢, geralmente, a fase escolhida como alvo para as
estratégias de controle, visto que seu deslocamento ¢ limitado ao recipiente em que se
encontra e seu habito filtrador impossibilita a seletividade alimentar, tornando-a suscetivel a

componentes quimicos depositados na agua (Nawarathne; Dharmarathne, 2024).

1.3 Controle de insetos

1.3.1 Inseticidas quimicos

Em vista dos problemas de saude ocasionados por espécies vetoras, do aumento em
nivel global de sua distribuigdo — principalmente de Ae. aegypti — e também da escalada da
atividade do virus da dengue (Manjarres-Suarez; Olivero-Verbel, 2013), estratégias de
controle vém sendo desenvolvidas e aprimoradas visando reduzir suas populacdes e,
consequentemente, diminuir os casos de doencas e mortes. No Brasil, o histérico de Ae.
aegypti revela uma grande dificuldade no que tange ao seu controle, visto que a espécie
apresenta habitos antropofilicos e uma alta capacidade de adaptagdo aos ambientes urbanos
(Terra et al., 2017).

O controle de insetos vetores se sustenta, principalmente, em trés estratégias
principais, focadas em controle bioldgico, mecanico e quimico. Este ultimo, visto como um
dos mais eficazes inicialmente, vem apresentando uma perda de eficacia devido ao aumento
alarmante da resisténcia a inseticidas em algumas populagdes de vetores (Shaw; Catteruccia,
2019). Para além disso, casos de sintomas adversos em humanos como vomitos, tremores €
até convulsdes podem ser atribuidos ao uso reiterado e indiscriminado de substancias
quimicas ao longo dos anos.

Um dos principais métodos utilizados no contexto do combate a insetos vetores € o
controle quimico. Este pode ser aplicado de trés formas: com foco nas larvas, utilizado
principalmente no ambiente doméstico por ser relativamente seguro; tratamento perifocal,
que afeta ambos adultos e larvas; e por fim, um método emergencial conhecido como fumacé,
que consiste na pulverizagao em larga escala (Manjarres-Suarez; Olivero-Verbel, 2013).

As classes de quimicos utilizadas ao longo do tempo, como carbamatos e

organofosforados, se mostraram altamente nocivas para a saidde humana devido a
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caracteristicas como baixa taxa de degradacdo, mecanismos de acdo com influéncia no

sistema nervoso, que acarretavam em sintomas leves como sudorese e dores de cabeca, até
outros mais graves como paralisia e até¢ a morte. Ao longo dos anos e das tentativas, a classe
dos piretréides foi popularizada no combate a insetos vetores como uma alternativa segura e
de facil obtencdo. Esses compostos eram, inicialmente, retirados de plantas da familia
Fabaceae, mas mais comumente das flores do crisdntemo (Chrysanthemum sp.). Os extratos
obtidos eram comercializados na forma de aerossol e spray, e costumavam ser formulados
com a adicdo de um sinergista, a exemplo do butoxido de piperonila (PBO), visando o
aumento da acao inseticida e retardar o processo de degrada¢ao dos compostos piretrdides

(Williams et al., 2000).

1.3.2 Resisténcia a inseticidas quimicos

No contexto do controle de espécies transmissoras, os inseticidas quimicos sao uma
das taticas utilizadas mundialmente em conjunto com outras, como controle bioldgico e
integrado, e campanhas de educacdo popular. Embora estes métodos tenham sido — e
continuem sendo, em parte — importantes no combate aos insetos, o aumento no niumero de
casos de dengue e outras arboviroses registrados nos ultimos anos no Brasil e no mundo
acende um alerta (PAHO, 2025). Esse aumento se da por muitos fatores, e entre eles, o
desenvolvimento de resisténcia dos mosquitos aos compostos inseticidas como malathion,
deltametrina e similares. O uso continuo destes compostos induziu uma pressio em
populagdes de Ade. aegypti, o que levou ao fendmeno (Manjarres-Suarez; Olivero-Verbel,
2013).

Dois mecanismos principais foram apontados como causa para o escape encontrado
pelas espécies: um deles se resume no aumento da atividade de enzimas detoxificantes, como
as esterases, oxidases como a citocromo P450 e a enzima glutationa s-transferase (GSTs)
(Lima et al., 2011). Ja o outro envolve alteragdes estruturais no local de acao dos inseticidas
no sistema nervoso central dos insetos, como receptores de GABA (4cido
gama-aminobutirico) e acetilcolinesterase, ¢ os canais de sédio dependentes de voltagem
(Manjarres-Suarez; Olivero-Verbel, 2013).

Dadas essas observagdes, fica clara a importancia do desenvolvimento e
reconhecimento de estratégias alternativas eficazes e seguras que possam agregar no controle

de insetos vetores. Nesse cenario, podem ser citadas diversas tecnologias que revolucionaram
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a maneira como se aborda a questdo, passando por opgdes como modificagdo genética,

utilizacdo de bactérias nocivas aos vetores e armadilhas para capturar os insetos adultos
(Wilson et al., 2020). Para além disso, estudos vém sendo desenvolvidos acerca do uso de
componentes bioativos retirados de espécies vegetais no contexto do combate aos vetores em

diferentes fases de vida e através de mecanismos diversos (Senthil-Nathan, 2020).

1.4 Moléculas de interesse

Em vista das circunstancias que levam ao aumento desenfreado dos numeros de casos
de arboviroses, como o aquecimento global e o aparecimento de linhagens resistentes aos
métodos convencionais de controle, pesquisas vém sendo feitas com foco no
desenvolvimento de inseticidas com menor potencial nocivo a saide humana e maior eficacia
contra os vetores (Hillary; Ceasar; Ignacimuthu, 2024).

Ao longo da evolugdo, as plantas estiveram submetidas a diversos estimulos, como
influéncias ambientais e interagdes com insetos. Por isso, se fez necessario que elas
desenvolvessem mecanismos de defesa para evitar as interagdes de natureza prejudicial,
como parasitismo e predagdo. Nesse contexto, os chamados metabdlitos secundarios se
fizeram essenciais, além de atuarem em outras finalidades como a protecao contra radicais
livres e a atragdo de polinizadores. Como exemplos dessa classe, podem ser citados os
alcaloides, os compostos fenolicos, os terpendides e os flavondides (Bernhoft, 2010).

Uma classe de moléculas amplamente explorada como tatica alternativa aos
inseticidas quimicos sdo as proteinas, produtos essenciais para a manutencdo da
sobrevivéncia das plantas que também se mostraram importantes bioativos (Bernhoft, 2010).
Elas agem no organismo das plantas de forma independente ou conjunta, e suas agdes podem
variar desde estruturagdo, defesa contra predadores e resisténcia contra fatores abioticos

(Shobade; Nilsen-Hamilton; Zabotina, 2025).

1.4.1 Inibidores de proteases

Dentro do grupo das proteinas produzidas por vegetais, estdo presentes os inibidores
de protease. Estas enzimas sdo classificadas entre asparticas, serinicas, cisteinicas e
metaloproteases, com base no envolvimento de moléculas de aspartato, serina, cisteina e de
ions metélicos, respectivamente, no mecanismo catalitico (Polya, 2003). Em plantas, a

classificagdo também se concentra em func¢do e propriedades bioquimicas, com pequenas
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variagoes, como os inibidores de proteases serinicas de Bowman-Birk e inibidores de tripsina

da soja (Kunitz) (Clemente et al., 2019).

Sao, geralmente, moléculas pequenas (> 15 kDa) expressas em resposta a danos ou
ataques de insetos ou patogenos, responsdveis por interferir no processo digestivo
(Cid-Gallegos et al., 2022). Existem dois mecanismos principais de a¢ao dos inibidores de
protease: no primeiro, utilizado pela maior parte dos inibidores serinicos de plantas, o
inibidor interage com o sitio ativo da protease, similar a0 mecanismo enzima-substrato. Ja no
segundo, a interagdo inibidor-protease gera uma mudanca de conformacdo irreversivel do
inibidor, e por isso estes sao conhecidos como inibidores suicidas (Clemente et al., 2019).

Na literatura, essas moléculas sdo relatadas em diversas familias de plantas, em
especial Fabaceae, Solanaceae e Cucurbitaceae. Dentro da familia Fabaceae, alguns
trabalhos ja foram desenvolvidos com espécies do género Dioclea explorando o potencial de
proteinas, em especial inibidores, no que tange a agdo inseticida contra de. aegypti (Batista,
2009; Bueno, 1999; Napoledo et al., 2019).

A espécie escolhida para o estudo, Dioclea megacarpa Rolfe aparece como basionimo
para Macropsychanthus megacarpus Rolfe em alguns trabalhos (Queiroz; Snak, 2020). Sao
plantas arbustivas deciduas trepadeiras, com caules lenhosos que podem alcancar grandes
altitudes. Pode ser encontrada em varios paises da América do Sul, e no Brasil, ¢ comum na
regido da caatinga e cerrado. E popularmente conhecida como mucuni ou olho-de-boi, gracas
ao aspecto de suas sementes, que sdo arredondadas de coloragdo marrom-escura e crescem
em vagens de 15 a 20 cm de comprimento e cerca de 4 cm de espessura (Figura 4) (Queiroz,

2020).
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Figura 4 - Vagem de Dioclea megacarpa.

Fonte: Queiroz, 2020

1.4.2 Moléculas antimicrobianas

Trabalhos desenvolvidos com espécies do género Dioclea demonstram sua
versatilidade ao relatar o uso de diferentes partes, como raizes, sementes, folhas e caule para
a determina¢do de diversas atividades. Para a espécie D. grandiflora foi relatada acdo
analgésica com a diocleina isolada, além de uma possivel atividade ansiolitica (Silva, 2010).

Existe, conhecidamente, uma gama de microrganismos patogénicos que podem causar
sérios danos a saude e até a morte, apesar dos constantes avangos na ciéncia. Espécies como
Staphyloccocus aureus, Candida albicans, Salmonella thypimurium e diversas outras
permanecem sob o foco dos estudiosos em razdo de sua alta capacidade de mutagdo que
favorece o surgimento de linhagens resistentes e, eventualmente, mais nocivas (Sarmah et al.,
2018).

Nesse contexto, alguns trabalhos demonstram a diversidade de moléculas de interesse
para a ciéncia presentes neste género, apresentando moléculas extraidas através de diversos
métodos que apresentam agdo antimicrobiana. Ogundare e Olorunfemi (2007) relatam o
potencial antimicrobiano de extratos de D. reflexa contra espécies de interesse médico, assim
como Silva (2010) avalia a atividade de extratos de D. grandiflora, que demonstram

resultados promissores contra alguns microrganismos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os potenciais larvicida, bactericida, fungicida e inibitério de
protease de um inibidor de protease isolado a partir de sementes de Dioclea

megacarpa.

2.2 Objetivos especificos

Obter o extrato proteico de sementes de Dioclea megacarpa;

Purificar um inibidor de protease de D. megacarpa;

Verificar a atividade inibitoria da proteina isolada sobre proteases oriundas de
homogenato intestinal de larvas de Aedes aegypti;

Verificar atividade antifingica e antibacteriana do inibidor de protease purificado.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao do extrato proteico de Dioclea megacarpa

As sementes utilizadas na etapa inicial foram do acervo do Laboratorio de
Bioprospeccao de Recursos Regionais (Bioprospec). Elas foram quebradas com auxilio de
um martelo e somente seu endocarpo foi moido em moinho de café, sendo descartada a
testa. Em seguida, a farinha foi peneirada em malha de 1,0 mm e armazenada sob
temperatura de 20 a 25°C para uso posterior.

Seguindo a metodologia de Almeida Filho, 2018 com alteragcdes, a farinha
armazenada foi submetida a extragdo em tampao Tris HCI 50mM, pH 7,5 na proporcao de
1:10 (p/v) e mantida sob agitacdo constante por 2 h, sob temperatura ambiente similar a de
armazenamento. O material foi filtrado em tecido de nylon e submetido a centrifugacdo a
10.000 x g, por 30 min, a 4°C. O sobrenadante obtido foi denominado extrato bruto de D.
megacarpa (EBDm), e foi utilizado posteriormente para os ensaios, além de passar por

processos de purificagao.

3.2 Fracionamento de extrato bruto de Dioclea megacarpa

A fim de obter uma solu¢do com maior carga proteica para a utilizacdo nos ensaios,
foi adotada a metodologia aplicada por Almeida Filho et al. (2013), que consiste na lenta
adi¢do de acido tricloroacético (TCA) 20%, sob agitagdo constante para as concentragdes
finais de 1 a 5%, seguido de repouso por 20 min e centrifugac¢do a 15.000 x g, por 10 min,

a 4°C. O sobrenadante da amostra foi recolhido e dialisado contra dgua destilada.

3.3 Dosagem de proteinas

A determinacdo da concentragdo de proteinas soltveis foi feita pelo método
colorimétrico descrito por Bradford (1976). Assim, todos os ensaios seguiram a propor¢ao
de 10 uL de amostra para 250 uL do reagente de Bradford. Apos 10 minutos, foram feitas
as leituras das absorbancias a 595 nm em espectrofotometro. A quantidade de proteinas foi

estimada utilizando-se Albumina Sérica Bovina (BSA) como referéncia na curva padrao.



25

3.4 Cromatografia em coluna de tripsina

As cromatografias foram realizadas em uma coluna cromatografica de Sepharose
4B com tripsina acoplada. Para tanto, foi determinado o volume de 5 mL da amostra DmF5
(fracdo de Dioclea megacarpa com adicdo de 5% de TCA) por aplicacdo. As fracdes
cromatograficas das proteinas ndo retidas (denominadas NRDmFS5) foram eluidas com o
tampao de equilibrio Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 e coletadas em aliquotas de 2 mL, e as
fragdes proteicas retidas (denominadas RDmF5) foram eluidas com a aplicagao de solugao
de 4cido cloridrico (HCI) 50 mM a coluna e igualmente coletadas em aliquotas de 2 mL. O
processo cromatografico foi acompanhado pela medida de absorbancia a 280 nm em

espectrofotometro.

3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil proteico das amostras em estudo foi analisado em gel de poliacrilamida, em
condi¢les desnaturantes, e foi conduzido de acordo com a técnica descrita por Laemmli
(1970), adaptada para o uso de géis de separacdo em placas. As proteinas do extrato
proteico bruto, fracdes obtidas por precipitacdo com TCA, picos ndo adsorvidos as matrizes
de afinidade e os picos adsorvidos foram diluidas em tampao Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8,
contendo SDS 1% e Coomassie Brilliant Blue G-250 (para a marcagdo da frente de corrida
eletroforética, a 0,02%). Em todas as eletroforeses foram utilizados géis de aplicacao
contendo 3,5% de poliacrilamida em tampao Tris-HC1 50 mM, pH 6,8 e SDS 1% e os géis
de separacdo contendo 15% de poliacrilamida em uma solugdo tampao Tris-HCl 3 M, pH

8,9 e SDS 1%.

3.6 Testes de atividade inibitoria de tripsina

Para verificar a capacidade de inibi¢do de tripsina, amostras de EBDm, DmFS5 e da
fragdo retida (RDmF5) obtida apds cromatografia em coluna de tripsina acoplada foram
dialisadas contra 4gua destilada e, em seguida, incubadas a 37°C, por 10 min, com tampao
Tris-HC1 0,05 M pH 7,5, contendo CaCl20,02 M e 50 pL de tripsina 0,02 mg/mL. A reagao
foi iniclada com a adicdlo de 125 puL de solugdo de BApNA
(Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida) 1,25 mM em tampao Tris-HCl 0,05 M pH 7,5,
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seguida de incubacao por 30 min a 37°C. As amostras foram dispostas em triplicata em

microplaca de 96 pocos para leitura em espectrofotdmetro a 410 nm.

3.7 Bioensaios

3.7.1 Avaliacio da atividade inibitoria in vitro das fracoes de Dioclea
megacarpa sobre as proteases intestinais de Aedes aegypti

A capacidade inibitoria sobre as proteases intestinais de Aedes aegypti foi avaliada
usando intestinos de larvas, fonte abundante de proteases. Para tanto, os intestinos de cerca de
300 larvas foram retirados com o uso de pingas e transferidos imediatamente para microtubos
resfriados contendo uma solu¢do tampao de Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5. Os intestinos foram
homogeneizados com o auxilio de um porter e centrifugados a 10.000 x g por 3 min, os
sobrenadantes obtidos foram colocados em eppendorfs que foram identificados e
armazenados em freezer a -20°C para posterior utilizagdo, seguindo a metodologia de
Almeida Filho et al. (2017).

Para o ensaio, aliquotas de 30 pL (solugdo enzimatica) do homogenato foram
incubadas, por 5 min a 37 °C, com o tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, e volumes de 5, 10, 20
e 40 uL de DmF5 e RDmF5. A reacdo foi iniciada adicionando 80 pL de BApNA 1,25 mM
em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. Ap6s 30 min, a reagdo foi parada com a adi¢ao de 30
pL de solucdo de acido acético 30%. Ao final, a mistura foi centrifugada a 10.000 x g, por 5

min e o sobrenadante foi utilizado para a realizacao da leitura das absorbancias a 410 nm.

3.7.2 Ensaios de atividade antifungica e antibacteriana

Aliquotas das amostras RDmF5 e NRDmF5 foram utilizadas em ensaios de
atividade fungicida e bactericida. Para isso, foi realizada a técnica de microdilui¢do em
caldo de acordo com o documento M27-A3 (CLSI, 2008), utilizando o meio de cultura
RPMI 1640 (pH 7,0 £ 0,1) tamponado com 0,165 M do 4cido morfolinopropanosulfonico
(MOPS) (Sigma, EUA).

A partir de um cultivo de 24 h de quatro cepas de Candida spp: Candida parapsilosis
ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258, C. auris 01256P derivada do CDC B11903 e uma cepa
clinica de C. albicans resistente ao fluconazol, pertencentes a micoteca do Laboratorio de

Bioprospeccdo de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN - UFC), foi preparada uma
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suspensdo de indculo inicial de acordo com a escala 0,5 McFarland. Em seguida, foram

realizadas dilui¢des em meio RPMI 1640 para obten¢do de indculo final contendo 0,5 a 2,5 x
10* UFC/mL. As microplacas foram incubadas por 24 h a uma temperatura de 35°C (+ 2°C).
As leituras foram realizadas visualmente.

As amostras foram testadas no intervalo de concentracdo de 500 - 0,976 ug/mL. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor concentragdo da
molécula capaz de inibir 50% do crescimento do microrganismo, em comparagcdo com O
controle contendo o meio de cultura e o in6culo padronizado (CLSI, 2008). Os testes foram
realizados em triplicata.

Para o ensaio de atividade bactericida, a concentracao inibitéria minima (CIM) foi
determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 pogos) de acordo com a
metodologia descrita segundo o protocolo M7-A10 (CLSI, 2015). A partir de um cultivo de
24 h de Staphylococcus aureus ATCC 6538P e um isolado clinico de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (SARM), pertencentes a bacterioteca do Laboratorio de Bioprospecgao
de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN - UFC), realizado em agar Mueller Hinton, foi
preparada uma suspensdo de inoculo inicial de acordo com a escala 0,5 McFarland. Em
seguida, foram realizadas diluigdes em meio caldo Mueller Hinton cation ajustado para
obtengio do inéculo contendo 10° UFC/mL.

As microplacas foram incubadas a 35°C por 20h. As leituras foram realizadas
visualmente. A CIM foi determinada como a menor concentragdo da droga capaz de inibir
completamente o crescimento do microrganismo em comparagdao com o verificado no pogo
controle contendo somente o meio de cultura e o indculo padronizado (CLSI, 2015). Os testes

foram realizados em triplicata.



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Purificacio de DmF5
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Para a purificacdo do inibidor de protease na amostra em estudo, a DmF5 foi

aplicada em coluna de tripsina acoplada de Sepharose 4B. Observando o grafico 1,

podemos evidenciar dois picos sinalizados por um circulo preto: o primeiro, entre os tubos

4 ¢ 8, e o segundo, visivelmente menor, entre os tubos 24 e 26. Esses picos sdo

caracteristicos de colunas de afinidade, e representam a concentragao de moléculas em cada

etapa do processo cromatografico. No contexto do presente estudo, o primeiro pico foi

denominado NRDmF5 (ndo-retido), e o segundo, que concentrava as moléculas de

interesse, RDmF5 (retido).

Grafico 1 - Perfil cromatografico da fracdo proteica de sementes de Dioclea

megacarpa fracionada em acido tricloroacético (TCA) 5% (DmF5) solubilizada em

tampao Tris-HC] 50 mM pH 7,5.
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Adicionalmente, pode-se apontar a relagao dos picos das fragdes obtidas (NRDmF5

e RDmF5) com a variacdo da atividade residual de tripsina, o que permite obter uma

visualizacdo ideal do potencial inibitorio das moléculas presentes em cada fragao.

Este grafico permite visualizar, claramente, a queda da atividade proteolitica da
tripsina @ medida em que hd um aumento na absorbancia das amostras, como pode ser
observado nos picos indicados por circulos pretos. Essa observacao indica a presenga de
moléculas inibidoras de tripsina em ambas as por¢des (ndo retido e retido), entretanto,
pode-se inferir que essas moléculas estdo concentradas no pico retido, obtido em torno do
tubo n°® 25, uma vez que foi observada elevada atividade inibitdria, ainda que obtida baixa

absorbancia.

A analise eletroforética apresenta resultados que demonstram, igualmente, a
purificacdao obtida através dos processos realizados. A figura 5 evidencia a diminui¢do da
carga proteica na amostra apds a primeira estratégia de purificagdo, que consistiu na adi¢do
de acido tricloroacético (TCA), configurando a amostra com adi¢do de 5% de TCA

(denominada DmF5) como a ideal para obten¢ao da fragdo desejada.

Figura 5 - Andlise eletroforética por SDS-PAGE 15%. MM - Marcadores de massa
molecular; EbDM - Extrato bruto proteico extraido de sementes de Dioclea
megacarpa; 1 a 5 - Fragdes proteicas obtidas com adi¢ao de acido tricloroacético

nas concentracdes de 1% a 5%, respectivamente.
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Legenda: MM - Marcadores de massa molecular; EbDM - Extrato bruto proteico extraido de

sementes de Dioclea megacarpa; 1 a 5 - Fragdes proteicas obtidas com adi¢do de acido

tricloroacético nas concentragdes de 1% a 5%, respectivamente.

Na literatura, podem ser encontrados diversos trabalhos que atestam a presenga de

inibidores de proteases em espécies da familia Fabaceae. Dentre eles, pode-se citar Batista

(2009) onde algumas proteinas de Dioclea megacarpa sao exploradas profundamente

quanto ao seu potencial inseticida, dentre elas, um inibidor de protease.

4.2 Tabela de Purificaciao

Os resultados obtidos pelo teste de atividade inibitéria de tripsina foram utilizados

para montar uma tabela de purifica¢do (Tabela 1). Para tanto, foram escolhidas as amostras de

EBDm (extrato bruto proteico extraido de sementes de Dioclea megacarpa), DmF5 (Fragao

proteica extraida em TCA 5%) e RDmF5 (Fragdo retida em coluna cromatografica de

tripsina).

Tabela 1: Atividade inibitéria de tripsina dos passos de purificacdo a partir de 1,23 g de

farinha de D. megacarpa.

. Atividade Atl V1 d’ac.ie c o Recuperagdo  Recuperagdo
Proteina e inibitdria Indice de . .
Amostra inibitoria , . ~ 3 de proteina de atividade
total (mg) total (UT) especifica purificacao (%) (%)’
(UI/mg) ° °
EBDm? 70,31 109,760 1561,08 1 100 100
DmF5 6,97 46198,71 6621,95 4,24 9,92 42,09
RDmF5 0,65 16782,32 25569,80 16,37 0,93 15,29
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Fonte: autoria propria.

Legenda: > O Extrato Bruto (EBDm) obtido na primeira etapa de purificacdo serviu como referéncia para as
demais amostras;
* Indice de Purificagdo 1 foi atribuido a EBDm. O Indice de Purificagdo nos passos subsequentes foi calculado
como sendo a razdo entre a sua Atividade Inibitoria Especifica ¢ aquela do EBLs;
* Rendimento de 100% foi atribuido a EBDm. O Rendimento foi calculado como sendo a razdo entre a
quantidade de Proteina Total em cada etapa e aquela do EBDm, multiplicada por 100;
5 Rendimento de 100% foi atribuido a EBDm. O Rendimento foi calculado como sendo a razdo entre a
Atividade Inibitdria Total em cada etapa e aquela do EBDm, multiplicada por 100.

E possivel observar o aumento expressivo do valor de atividade inibitoria total
alcancado por RDmF5 em relagio a EBDm, o que aponta o sucesso do processo de
purificacdo, confirmada com base no indice de purificacdo de 16,37% da ultima etapa, e

pelos altos valores de inibi¢ao apesar do rendimento relativamente baixo (15,29%).

No que diz respeito ao perfil eletroforético das amostras utilizadas, ¢ possivel apontar,
na raia 1 (EBDm), um perfil que indica uma alta carga proteica, com bandas de diversas
massas moleculares e intensa coloragdo, justificado pela natureza inicial da amostra no
processo de purificagdo parcial. Durante este processo, a amostra de NRDmF5 (raia 3)
também demonstrou alta carga proteica, levantando a possibilidade da presenca de outras

moléculas que ndo as de interesse do presente estudo.

Ademais, observa-se que as raias 2 e 4, contendo as amostras DmF5 ¢ RDmFS5,
respectivamente, apresentam bandas proteicas com peso molecular em torno de 15 kDa,
similar ao de inibidores de protease ja conhecidos, como o ASPI de Allium sativum

(Shamsi et al., 2016), e 0 OsBBPI de Oryza sativa japonica (Yan et al., 2009).
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Figura 6 - Andlise eletroforética por SDS-PAGE 15%.
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Legenda: MM - Marcadores de massa molecular; 1 - Extrato bruto proteico (EBDm) extraido de
sementes de Dioclea megacarpa; 2 - Fragdo proteica (DmF5) extraida em acido tricloroacético
(TCA) 5%; 3 - Fragao ndo retida (NRDmF5) em coluna cromatografica de tripsina eluida em tampao

Tris HCI; 4 - Fragdo retida (RDmF5) em coluna cromatografica de tripsina eluida em HCI.

4.3 Bioensaios
4.3.1 Atividade inibitoria in vitro sobre proteases intestinais de Aedes aegypti

Tendo em vista os resultados previamente obtidos até esta etapa do trabalho,
somente RDmF5 foi utilizado para a avaliacdo da atividade inibitéria sobre proteases
intestinais. Os volumes de RDmF5 apresentaram resultados promissores quanto a inibi¢ao

das proteases intestinais de Ae. aegypti in vitro, como pode ser observado no Grafico 3.
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Grifico 3: Atividade inibitdria percentual das diferentes concentragdes de RDmF5

utilizadas em ensaio de inibi¢ao das proteases intestinais de larvas de Aedes aegypti.

60,00% —

40,00% -

Inibi¢do (%)

20,00% +

0,00% i i i i
0,234 0,468 0,936 1,872

[Jug/mL

Fonte: autoria propria.

Dentre os resultados obtidos, o ensaio com 1,8 ug/mL ¢ o que se mostra mais
satisfatorio, com inibi¢cdo de até 53% da atividade enzimatica total do homogenato larval.
Apesar do valor obtido se encontrar abaixo de outros relatados na literatura, como Almeida
Filho (2013) e Sasaki et al. (2015), com os inibidores de Leucaena leucocephala (sLITT) e
de Adenanthera pavonina (ApTl) alcancando valores de inibicdo em torno de 70% e 80%,
respectivamente, ¢ importante ressaltar a capacidade inibitdria mesmo com quantidades tdo
baixas utilizadas. Ademais, também seria valido estudar a aplicacio de métodos
alternativos encontrados na literatura a exemplo do sinergismo com outros compostos ou

organismos como Bacillus thuringiensis (Ma et al., 2013).

Esse resultado mostra a eficicia da purificagdo do inibidor de protease de Dioclea
megacarpa € sugere a importancia de uma maior atengao aos inibidores de proteases da
espécie, reafirmando a possibilidade e a necessidade de uma caracterizagdo completa dessa
molécula, visando a expansdo do conhecimento acerca dessa classe de moléculas e dos

potenciais diversos do género de plantas Dioclea.
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4.3.2 Atividade bactericida e fungicida
Os testes realizados com as amostras RDmF5 e NRDmF5 apontam que ambas nao
apresentam atividade antifiingica e antibacteriana nas condigdes testadas, como observado

pelos valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) apresentados, respectivamente, nas
Tabelas 2 e 3.

Tabela 2: Avaliagcdo do efeito antifingico do RDMF5 e do NRDMFS5 frente a isolados de
Candida spp.

CIM 50°
Substancias®
RDMF5 NRDMFS5
Cepas®
C. parapsilosis ATCC
22019 > 500 pg/mL > 500 pg/mL
C. krusei
ATCC 6258 > 500 pg/mL > 500 pg/mL
C. auris
01256P CDC > 500 pg/mL > 500 pg/mL
C. albicans 1 > 500 pg/mL > 500 pg/mL

Cepas de leveduras isoladas de colegdo. ® CIM foi definido como a mais baixa concentragdo que produziu 50%
de redugdo do crescimento das células fngicas ap6s 24h de incubagdo.

Tabela 3: Avaliacdo do efeito antibacteriano do RDMF5 e do NRDMFS frente a isolados de

S. aureus.
CIM 1000°
Substancias®
RDMFS5 NRDMFS5
Cepas®
S. aureus ATCC 6538P > 500 pg/mL > 500 pg/mL
SARM 1 > 500 ug/mL > 500 ug/mL

* Cepas de bactérias isoladas de colegdo. ® CIM foi definido como a mais baixa concentra¢do que produziu 100%
de redugdo do crescimento das células bacterianas ap6s 20h de incubag@o.
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5. CONCLUSAO

Os inibidores de proteases isolados de Dioclea megacarpa figuram como uma boa
opcdo de agente larvicida, mas ndo possuem atividade antimicrobiana satisfatéria. A inibi¢ao
sobre proteases intestinais de Aedes aegypti pela fracdo obtida por meio de processo
cromatografico foi muito promissora mesmo com volumes baixos, evidenciando que esta
molécula possui um grande potencial biotecnologico e pode vir a ser uma forte aliada no
combate aos insetos vetores € no consequente controle das doengas transmitidas por eles.
Contudo, sdo necessarios estudos mais aprofundados visando a caracterizacao desse inibidor
de protease, além de ensaios para determinar seus mecanismos de acao, efeito em organismos

ndo-alvo e possiveis outros potenciais.
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