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RESUMO
Insetos urbanos constituem diferentes entraves ao desenvolvimento humano agindo como
pragas agricolas e vetores de doengas. Muitas vezes, os produtos quimicos utilizados no
controle desses insetos causam danos ao meio ambiente e podem causar o surgimento de
organismos resistentes. Desta forma, nas dltimas décadas houve um aumento na busca
por novas moléculas de origem vegetal, como os inibidores de proteases, que possuam
atividades inseticidas e que ndo se acumulem no ambiente. Assim, o presente projeto
avaliou as propriedades bioldgicas de um inibidor de protease de Enterolobium
contortisiliqguum (Vell.) Morong, uma leguminosa nativa da Caatinga sobre 0 mosquito
vetor de varias doencas humanas, Aedes aegypti. O extrato proteico bruto (EcEB) da
farinha desengordurada de E. contortisiliquum foi submetido a precipitacdo por dcido
tricloroacético (TCA) 20% (p/v) com uma concentragdo final de 5% (p/v) (FS).
Posteriormente, a F5 foi aplicada em coluna de cromatografia de troca i0nica para retirada
do pico (P200) eluido com tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,5 com NaCl 200 mM. O P200
foi submetido a cromatografia de afinidade com tripsina acoplada para purificacdo do
inibidor de tripsina (EcTI). Apés a purificagcdo, o ECEB e o EcTI foram avaliados quanto
aos seus efeitos sobre as proteases € as bactérias intestinais das larvas de Ae. aegypti, e
seu desenvolvimento. EcEB e EcTI apresentaram atividade inibitéria frente ao
homogenato dos intestinos das larvas. A eletroforese mostrou que o processo de
purificacdo foi eficaz. A concentracdo letal minima para matar 50% dos individuos (CLso)
foi determinada para o EcEB (519,56 nug/mL) e para o EcTI (>1.000 pg/mL). Ademais,
o EcTI mostrou-se capaz de retardar o desenvolvimento de larvas de Ae. aegypti em
situacdo de ingestdo cronica e ser bacteriostético frente as bactérias intestinais de larvas
L4 do mosquito. Os resultados obtidos do efeito do EcTI sobre as larvas e as bactérias do
Ae. aegypti sugerem que essa molécula possui um grande potencial para desenvolvimento

de novos inseticidas.

Palavras Chave: Inseticida, Inibidor de Tripsina, Aedes aegypti.



ABSTRACT
Urban insects are considered barriers to human development acting as agricultural pests
and disease vectors. Usually the chemicals used in controlling insects cause damage to
the environment and the rising of resistant organisms. Thus, in the last decades there has
been an increase interest in searching new natural molecules origin, such as protease
inhibitors with safe and environmentally-friendly insecticidal activity. Thus, the present
study aimed to assess the biological properties of a protease inhibitor of seeds from
Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong, a native plant of Caatinga. The crude
protein extract (ECEB) of the defatted E. contortisiliquum flour was subjected to
precipitation with trichloroacetic acid (TCA) 20% to a final concentration of 5% (F5).
Subsequently, F5 was applied to ion-exchange chromatography column to remove the
peak P200 eluted with Tris-HCI 50mM pH 7.5 buffer with 200 mM NaCl. This peak was
then loaded onto chromatography column containing trypsin-sepharose for purification
of the inhibitor (EcTI). After purification, ECEB and ECTI were evaluated for their effects
on proteases and intestinal bacteria of Aedes aegypti, and its development. ECEB and
ECTI showed inhibitory activity against the instestinal homogenate of the larvae. SDS -
PAGE showed the purification process was effective. The mean lethal concentration to
kill 50% of subjects (LCso) was determined for ECEB (519.56 ug/mL) and the ECTI (>
1.000 pg/ml). In addition, the EcTI proved to slow the development of Ae. aegypti in a
situation of chronic ingestion and to be bacteriostatic against intestinal bacteria of
mosquito larvae L4.The results of the effect of EcTI on larvae and midgut bacteria of Ae.

aegypti suggest that this molecule has great potential for development of new insecticides.

Keywords: Insecticidal, Trypsin Inhibitor, Aedes aegypti
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1 INTRODUCAO

1.1 Insetos vetores de doencas

Desde o inicio da globalizagdo de movimento e comércio do ser humano, os
insetos tiveram sua introdugdo e estabelecimento facilitados (BALDACCHINO et al.,
2015). Os insetos urbanos sdo vetores de doencas, ou seja, os organismos intermedidrios
no ciclo de vida de patégeno e os responsdveis pela sua dissemina¢do aos organismos
hospedeiros. Esses podem ser apenas um veiculo ao patégeno ou podem participar no seu
desenvolvimento e/ou reproducdo (REY, 2011). Assim, insetos urbanos t€ém sido
considerados entraves ao desenvolvimento humano por serem vetores de doencas
(KARUNG I et al., 2000).

Consequentemente, doencas transmitidas por estes insetos como, a maldria,
filariose, encefalite japonesa, a febre amarela, dengue, chikungunya, zika, entre outras,
tem impactos enormes em paises tropicais e subtropicais (KOODALINGAM, A.;
MULLAINADHAN, P.; ARUMUGAM, M., 2013). Atualmente sao 2,5 bilhdes de
pessoas em mais de 100 paises que estdo nas dreas de risco. Contabilizando, as doengas
transmitidas por esses insetos sdo responsdveis por 17% das doencas infecciosas,
causando a morte de mais de 1 milhdo de pessoas todos os anos (WHO, 2016.)

Doencas transmitidas por insetos também tém se tornado uma grande preocupacao
de satde para paises mais desenvolvidos (HOTEZ, 2008), devido a expansao da drea dos
vetores pelas rotas comerciais, migracdo internacional, as mudancas climéticas e ao
desmatamento, assim mosquitos que habitavam as florestas e adaptaram-se as grandes
cidades (ALTIZER et al.,2011; VONTAS et al., 2012). Os géneros Anopheles sp., Aedes
sp. € Culex sp. sdo considerados os principais mosquitos vetores de doengas como a
maldria, zika virus, chikungunya, dengue, filariose, febre amarela e encefalites (PAHO,
2014).

Um enorme avanco de estudos tedricos e praticos sobre as doengas infecciosas
transmitidas pelos vetores tem contribuido para o compreendimento ecoldgico e
evoluciondrio dos insetos transmissores de doencas, dos patégenos e producdo de
estratégias para controle destes vetores, como mosquitos (Anopheles, Aedes, ou Culex),
moscas (Glossina e flebotomineos) ou triatomineos (Triatoma infestans e Rhodnius
prolixus) (ALMEIDA FILHO, 2013). Em grandes dreas urbanas, o controle desses insetos

através de produtos quimicos ou o controle biolégico, consiste em uma tatica fundamental
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para reduzir o impacto das doencas em seres humanos (PEDRINI ez al., 2011; VAN DEN
BERG, 2011).

1.2 Arboviroses

1.2.1 Consideracoes gerais

Arboviroses sdo doengas causadas por virus transmitidos por insetos. Para que
aconteca a instalacdo do virus no hospedeiro, os arbovirus necessitam de hospedeiros de
sangue quente, podendo ocorrer uma variacdo de temperatura de 10 a 40 °C, para que a
replicacdo do virus aconteca. E devido a grande diversidade de virus, estes podem ser
classificados em familias, s3o elas: Bunyaviridae, Flaviviridae, Reoviridae,
Rhabdoviridae, Togaviridae e Mesoniviridae (METZ; PULMAN, 2011; VASILAKIS;
TESH, 2015; OLSON; BLAIR, 2015).

Um dos virus transmitido pelo género Aedes € a dengue. Esta € uma doenca
transmitida pela picada do mosquito infectado onde os sintomas surgem 3 a 14 dias apds
o contato. Considerada uma doenca flaviviral da familia Flaviviridae, a dengue apresenta
quatro sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) e ¢ transmitida,
principalmente, pelo Ae. aegypti. Esse género tem grande ocorréncia nas regides tropicais
e subtropicais. E ao transmitir o virus, a dengue pode causar febres, vomitos, dor
abdominal, sangramento, dificuldade de respirar,entre outros sintomas. (PAHO, 2016).

Virus chikungunya pertencente a familia Togaviridae, também € transmitido pelo
género Aedes. A chikungunya pode causar febre maiores de 39 °C, fotofobia, dores nas
articulacdes, erup¢des na pele, entre outros. Seu diagndstico € feito por meio de reagdo
de polimerizacdo em cadeia (PCR) e tem causado grande preocupacdo a drea da satude
médica (NYARI et al., 2016; BRUNIER et al., 2016; COUDERC; LECUIT, 2015).

O mais recente € com um alto risco de epidemia, o zika virus € outra espécie
pertencente a familia Flavoviradae transmitida por insetos. O primeiro registro do zika
virus foi em 1947 em macacos na Uganda. Normalmente, os sintomas aparecem 2 a 12
dias ap6s a picada com o mosquito infectado. Os sintomas incluem conjuntivites, febre,
dores nas articulacdes, dor abdominal e na cabeca, ulceracdes nas mucosas, diarreia.
Somente em 2015, o zika virus esteve presente em 26 paises € com risco de transmissao
nas Américas (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; CHEN; TANG, 2016;
PIORKOWSKI et al., 2016).
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Além da interacdo com os virus, o mosquito Ae. aegypti possui um grande
potencial invasor, onde seus ovos sdo altamente resistentes a dessecacao por varios meses,
contribuindo para seu estabelecimento em momentos e em locais desfavoraveis. Nas
ultimas décadas, houve um aumento na taxa de incidéncia de doengas transmitidas pelo
mosquito. Esse aumento ocorreu devido a intensa globalizacdo comercial, ao turismo, as
mudancas climéticas, medidas de baixa efetividade no combate ao vetor e as facilidades
de estabelecimento de espécies de mosquitos invasores fora do seu ambiente natural
(ERLANGER et al., 2008; SCHAFFNER et al., 2013; DEBLAUWE et al., 2014;
BALDACCHINO et al., 2014).

1.2.2 Vetores e o ciclo de vida

Os mosquitos do género Aedes sdo os principais responsaveis pela transmissao
das arboviroses, incluindo o Ae. aegypti e Ae. albopictus, mas principalmente o Ae.
aegypti que é amplamente distribuido ao redor do mundo (WHO, 2009).

Os mosquitos da espécie Ae. aegypti sao facilmente encontrados em ambientes
humanos onde depositam seus ovos em recipientes com dgua parada no domicilio ou ao
redor dele, tais como tanques, garrafas, pneus, plasticos, potes, barris, vasos de plantas,
entre outros, contribuindo ainda mais para o aumento da densidade da populacdo de
mosquitos (FOSTER, 2002; VONTAS, et al., 2012). Contudo, os mosquitos da espécie
Ae. albopictus t€m preferéncia por ambientes florestais, como folhas, buracos e pocas ao
redor de arvores, cascas de frutos, aparecendo com frequéncia em jardins ao redor das
casas (BRAGA; VALE, 2007)

Originalmente, o Ae. albopictus é uma espécie endémica da Asia. E assim como
outras espécies de mosquitos, esses vetores podem ter sido introduzidos nas Américas e
outras regides do planeta através de barcos comerciais vindos da Europa nas primeiras
exploracdes que cruzaram o Atlantico durante as primeiras exploracdes e colonizagdes
europeias ao Novo Mundo. Hoje, o género Aedes pode ser encontrado do sul dos Estados
Unidos da América a Argentina, na Europa, Africa, Asia e Pacifico (BISSET, 2002)
(Figura 1).

No Brasil, o mosquito Ae. aegypti pode ser encontrado em todo o territorio
nacional (Figura 2) (BISSET, 2002; WHO, 2009; VONTAS, et al., 2012). Segundo o

Ministério da Sauide (2016), a regido Sudeste registrou o maior niimero de casos possiveis
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de dengue (841.286 casos; 59,0%), seguido das regides Nordeste (310.161 casos; 21,8%),
Centro-Oeste (163.501 casos; 11,5%), Sul (73.565 casos; 5,2%) e Norte (37.492 casos;
2,6%).

Por possuir as fases de desenvolvimento ovo, larva, pupa e mosquito, o Ae. aegypti
¢é considerado um inseto holometabolo com um ciclo de vida de 2 a 4 semanas. Contudo,

somente as fémeas sugam sangue e tém a capacidade de transmitir as doencas (Figura 3)

(MARICOPA, 2006; WHO, 2011; PONTUAL et al., 2014).
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Figura 1 - Paises em dreas de risco de transmissdo da dengue em 2016.

Fonte: Tilak et al., 2016.
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Figura 2 — Distribuicdo do mosquito Aedes aegypti e a probabilidade de epidemias no
Brasil em 2013.

Fortaleza
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Fonte: Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz).
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Ao contrario dos machos que se alimentam apenas de seiva de arvores, as fémeas
se alimentam de sangue dos vertebrados, de preferéncia pelo sangue do ser humano. A
ingestdo de sangue estimula uma série de alteracdes na fémea induzindo a ovoposi¢do. O
sangue € necessdrio devido a presenca de diversas substancias como, aminoécidos e
serino proteinas, para producdo do vitelo dos ovos. Para a digestdo dos nutrientes, o inseto
dispde de um arsenal de enzimas proteoliticas em todo seu ciclo de vida. Sdo encontradas,
principalmente, proteases serinicas, sendo estas, tripsinas e quimotripsina
(HARRINGTON; EDMAN; SCOTT, 2001; BRACKNEY et al., 2010).

Ap0s a digestdo e absorcao dos nutrientes para a ovoposi¢do, 0 mosquito procura
principalmente locais com acdimulo de dgua, como vasilhas, pneus, vasos, entre outros.
As larvas passam por quatro estddios (L1 — L4). Durante esse estigio de
aproximadamente 7 dias, elas sdo filtradoras e ndo fazem selecdo de seu alimento até virar
pupa, onde permanecem nessa fase por 2 dias até sofrer metamorfose para o mosquito
adulto (; FOSTER; WALKER, 2002;).

A dengue pode ser contraida através da picada do mosquito fémea, quando esta
previamente alimentou-se de sangue humano infectado (WHO, 2016). E descrito na
literatura que os virus mantém uma relag@o direta e indireta com a microbiota intestinal
do inseto. A microbiota € de extrema importancia para o inseto estando relacionada com
nutri¢do, crescimento, desenvolvimento e reprodu¢do do inseto. Além disso, a microbiota
¢ altamente varidvel, apesar de haver uma diversidade limitada. Isso tem uma grande
influéncia no fendtipo do virus e funciona como um potente modulador para a
competéncia do vetor em transmitir o patdgeno. Assim, a microbiota € capaz de intervir
na capacidade populacional vetorial com efeitos diretos na transmissdo dos patégenos

(PONTUAL et al., 2014; HEGDE; RASGON; HUGHES, 2015).
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Figura 3 - Ciclo de vida dos insetos do género Aedes.
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Fonte: Unicamp (2010).
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1.3 Controle dos insetos

1.3.1 Inseticidas quimicos

Os grupos dos organoclorados, organofosforados e os piretroides, sdo os
compostos mais utilizados nas ultimas décadas no combate contra os vetores de doengas
com acao sobre o sistema nervoso central MARCOMBE et al., 2011; BALDACCHINO,
2014; REILER et al., 2015).

Os inseticidas a base de organoclorados foram os primeiros a serem usados no
controle de insetos pragas, como, por exemplo, o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT). Sdo
formados por hidrocarbonetos clorados que t€ém acdo sobre os canais de sddio,
desestabilizando o equilibrio i6nico entre o sédio e o potdssio, assim prejudicando as
conexOes nervosas. Entretanto, ao serem utilizadas como controle de insetos nos
momentos de epidemia, em diversos paises o0 seu uso passou a ser cada vez menor devido
ao grande acimulo no ambiente e efeitos colaterais nos seres humanos e em diversos
animais (BRAGA; VALLE, 2007; VENIER; HITES, 2014; TSAI, 2014).

J4 os inseticidas organofosforados apresentam fésforo na sua composicdo e vém
sendo utilizados desde 1950 em questdes de satde publica, apresentando vantagens em
comparacdo aos organoclorados, pois sdo mais biodegraddveis e ndo se acumulam nos
tecidos dos seres vivos. Contudo, os organofosforados sdo muito téxicos em vertebrados
mesmo quando expostos a pequenas doses, podendo ser absorvidos e encontrados na
placenta de mulheres gravidas (REILER et al., 2015; ESPINOZA et al., 2016).

Os inseticidas como os organofosforados atuam com a fosforilacdo e inibi¢dao da
acetilcolinesterase. Esta enzima tem papel de quebra do neurotransmissor acetilcolina e
sua inibicdo desestabiliza o sistema nervoso central, causando paralisia dos musculos e
levando o inseto a morte (PAILAN et al., 2015). Dentre os organofosforados, o temefds
€ um pesticida utilizado na agricultura e para o combate de mosquitos mundialmente.
Entretanto, os surgimentos de populacdes resistentes ja foram e estdo sendo detectados
devido ao uso desses compostos sintéticos (JIRAKANJANAKIT et al., 2007; BA-
OMAR; AL-JARDANI; VICTOR, 2011; OCAMPO et al., 2011; MAESTRE-
SERRANO et al., 2014).

Ap0s o intenso uso de organofosforados, os piretroides sintéticos surgiram com o
objetivo de substitui-los, pois sdo considerados mais estdveis e sdo produzidos a partir do

piretro, extraido de crisantemos. Sdo biodegradaveis, ndo acumulativos e possuem baixa
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toxicidade para aves e mamiferos, quando comparados aos organofosforados. Entretanto,
mesmo em dosagens baixas, a acdo cronica dos piretroides pode causar grandes danos
nos seres humanos e outros vertebrados. Atuando sobre os canais de sédio das membranas
dos neurdnios, como o DDT, eles afetam o sistema nervoso periférico e central do inseto
fazendo com que as células nervosas produzam descargas repetitivas e, eventualmente,
causando paralisia. (BRAGA; VALLE, 2007; IMAI et al., 2014; JAN et al., 2015; VIEL
etal., 2015).

Devido ao aparecimento de grande quantidade de populacdes resistentes aos
produtos quimicos sintéticos, houve um crescimento na busca por novas alternativas de
inseticidas naturais, com maior biodegradabilidade, que ndo poluam o meio ambiente e
que causem o mesmo efeito toxico para os insetos vetores. Alguns extratos de plantas
podem ser considerados fitoinseticidas ou bioinseticidas, podendo servir como
alternativas para realizar o controle dos mosquitos (FARIAS et al., 2009; PONTUAL et
al.,2012; SASAKI et al., 2015).

1.3.2 Bioinseticidas

Como alternativa para o uso em excesso dos compostos quimicos inseticidas
durante décadas, o uso de fitoinseticidas tem surgido como promessa. Os bioinseticidas
apresentam baixa ou moderada toxicidade para vertebrados, acdo e biodegradacao rapidas
(COSIMI et al., 2009; ZOUBIRI; BAALIOUAMER, 2014).

Os bioinseticidas ou fitoinseticidas sdo compostos resultantes do metabolismo
primdrio ou secundério das plantas, como proteinas inativadoras de ribossomas (RIPs),
Oleos essenciais, lectinas, inibidores de enzimas proteoliticas, entre outros. Podem
apresentar diferentes vias de ac@o para causar a morte do inseto, seja por atuar dificultando

0 crescimento, sobre o sistema nervoso central e/ou interferindo no metabolismo celular

(CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002; WAHYUNI, 2014; PONTUAL et al., 2014).

1.4 Proteinas vegetais com potencial inseticida

Durante a evolucao, as plantas e insetos s@o seres vivos que estao continuamente
interagindo. As plantas, por serem sésseis e predadas por insetos, desenvolveram

diferentes meios quimicos para combater os ataques dos insetos. Compostos esses com
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um grande potencial para o combate de insetos pragas e vetores de doencas (QIN et al.,
2010; DANG; VAN DAMME, 2015).

Proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs), como por exemplo, ricina, saporina
S-6, sdo um grupo de proteinas que sao capazes de inativar os ribossomos dos eucariotos.
Embora o papel das RIPs ndo esteja completamente elucidado, essas proteinas
apresentam um grande potencial para serem utilizadas como imunotoxinas para tumores,
desenvolvimento de fitoinseticidas e desenvolvimento de plantas transgénicas
resistentes a pragas. Elas atuam inativando os ribossomos e assim, comprometendo a
sintese de proteina do organismo, causando falha no seu desenvolvimento e/ou a morte
(YOULE; HUANG, 1973; FERRERAS et al., 1993; TAMBURINO et al., 2010; PIZZO
etal.,2015).

Assim como as RIPs, as lectinas pertencem a classe de proteinas produzidas por
plantas que podem combater as ameacas predatorias dos insetos. Por defini¢do, lectinas
sdo proteinas com pelo menos um dominio ndo catalitico capaz de se ligar,
reversivelmente, a um mono ou oligossacarideo especifico. As lectinas podem ter funcao
de reconhecimento, proteinas de reservas, entre outros. Sua acdo em insetos predadores
de plantas inclui a ligag¢do de glicoconjugados que estio nas células do epitélio do trato
digestério. Portanto, sdo inumeros os trabalhos que relatam, a desregulacdo no
metabolismo, perda de peso, atraso do desenvolvimento, redu¢do da fecundidade e
levando-os a morte (SADEGHI et al., 2006; SA et al., 2009; VANDENBORRE;
SMAGGHE; VAN DAMME, 2011; PAIVA et al., 2011)

Outra classe de proteina bastante citada na literatura sd@o os inibidores de
proteases. Estes sdo proteinas ou peptideos capazes de interagir e inibir a a¢do catalitica
de enzimas proteoliticas. Podem ser encontrados nas plantas da familia Fabaceae, Poacea
e Solanaceae, principalmente em Orgaos vegetativos, reprodutivos e de reserva das
familias. Nas plantas, os inibidores de proteases atuam inibindo proteases enddgenas,
proteinas de reservas e defesa vegetal. E podem ser classificadas de acordo com as
classes enzimdticas que inibem, quais sejam: inibidores de proteases serinicas,
cisteinicas, asparticas ou metaloprotreases (MOLINA; ZAMORA; BLANCO-LABRA,
2010; CHEVREUIL et al., 2014; SOUZA et al., 2016). Podem ainda ser agrupados em
familias. As familias mais estudadas e sobre as quais se tem mais conhecimento, sao as
familias de Bowman-Birk e de Kunitz, entretanto sao conhecidas as familias Batata I e

II, Abdbora, Cevada, Thaumatin-like e Ragi A1 (CHAN; ZHANG:; NG, 2013).
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1.4.1 Inibidores de proteases serinicas

Inibidores de proteases serinicas sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e
ja foram descritos em muitas espécies de plantas, cereais, leguminosas e outras. Nas
plantas, os inibidores estdo relacionados com a defesa do vegetal, podem ter papel na
germinacdo da semente, morte celular programada,entre outras. As familias mais
estudadas entre os inibidores de proteinases serinicas sao as do tipo Bowman-Birk e
Kunitz. Alguns exemplos sdo os inibidores BBI (Bowman-Birk inhibitor) e SBTI (Soy
bean trypsin inhibitor), respectivamente, encontrados na soja (KUNITZ, 1946; BIRK,
1985; FRANCO et al., 1999; SCARAFONI et al., 2008; EL-LATIF, 2014).

Os inibidores pertencentes a familia Bowman-Birk normalmente apresentam
baixa massa molecular, variando de 6 a 9 kDa, sete pontes de dissulfeto intracadeia, tém
dois dominios inibitérios reativos por molécula para enzima similares a tripsina,
quimotripsina, € elastase, podendo apresentar atividade simultaneamente ou ndo
(CARLINI; GROSSI DE SA, 2002; CARLI et al., 2012; CHEN et al., 2014).

Ja os inibidores do tipo Kunitz, em geral, apresentam uma massa molecular entre
18 e 24 kDa, formados por uma ou duas cadeias polipeptidicas com duas pontes
dissulfeto, contendo baixa quantidade de residuos de cisteina, um tnico sitio reativo, com
atividade inibitdria principalmente para tripsina, mas podem apresentar baixa atividade
contra quimotripsina e, geralmente, apresentam residuos de aminodcidos de arginina. Os
inibidores deste grupo podem ser encontrados em diversas familias de plantas como,
Caricaceae, Solanaceae, Euphorbiaceae e, particularmente, nas sementes de Fabaceae
(OLIVEIRA et al., 2012; RUFINO et al., 2013; CHEN et al., 2014).

Ao se tratar de defesa vegetal, os inibidores de protease sdo capazes de interagir e
se complexar com enzimas proteoliticas dos insetos, inibindo sua atividade catalitica,
constituindo-se moléculas inseticidas com efeito cronico. A inibicdo das enzimas causa
deficiéncia da digestdo de proteinas promovendo, assim, um déficit nos aminodcidos
essenciais para o seu desenvolvimento. Para contornar essa situacdo, os insetos
promovem um aumento na produ¢do de proteases para conseguir normalizar a digestao.
Dessa forma, os inibidores de protease causam uma reducio dos aminodcidos que seriam
usados para crescimento, desenvolvimento e reproducio dos insetos, podendo levi-los a
morte. E jd sdo relatados inibidores de proteases que interagem, inibem e retardam o

desenvolvimento do Ae. aegypti, como RcT1I, purificado de Ricinus communis e o LTI de
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sementes de Leucena leucocephala (ANDERSON et al., 2012; DANTZGER et al., 2015;
SILVA et al., 2015; ALMEIDA FILHO et al., 2016).

1.5 Leguminosas

1.5.1 Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong.

Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong. é uma planta popularmente
conhecida como orelha-de-negro, orelha-de-macaco, tamboril, timbatba, timbotiva,
dentre outros. Essa espécie apresenta duas sinonimias botanicas: Mimosa contortisiliqua
Vell. e Enterolobium timbouva Mart e € pertencente a familia Fabaceae (LORENZI,
1998).

E. contortisiliquum € uma planta de porte arboreo (Figura 4), apresenta uma altura
média de 20 a 25 metros, com o tronco variando de 80 a 160 centimetros, com folhas
compostas, bipinadas. A madeira é muito usada para construcdo de barcos, brinquedos,
caixotes, entre outras. A copa € frondosa, as flores possuem capitulos globosos
esbranquicados e reinem-se em cachos terminais ou axiliares e possui uma vagem dura,
lenhosa, indeiscente, preta, reniforme similar a uma orelha. As sementes sdo dormentes,
isto €, ndo germinam mesmo quando os fatores abidticos necessdrios ao processo de
germinacdo (dgua, luz, oxigénio etc.) sdo favordveis. Esta € uma arvore nativa do Brasil
com ampla distribuicdo geografica. No Nordeste brasileiro, ocorre em édrea de Caatinga
e, particularmente no Ceard, distribui-se desde o litoral até o sertio (BRAGA, 1982;
LORENZI, 1998; SOWEMIMO et al., 2015).

Para E. contortisiliquum, sao inimeros os trabalhos relatando moléculas biotivas
presentes nas suas sementes e/ou com potencial para aplicacdo biotecnoldgica. As
sementes de E. contortisiliquum apresentam um inibidor de tripsina do tipo Kunitz (EcTI)
com atividade bioldgica conta fungos e insetos (BATISTA et al., 1996). Além disso, o
mesmo inibidor mostrou-se capaz de inibir o crescimento in vitro de diversas linhagens
de células tumorais (NAKAHATA et al., 2011; ROCHA-BEZERRA, 2014). Segundo
Carvalho e colaboradores (2011), a orelha-de-macaco também possui um grande
potencial nutricional das sementes, com uma alta quantidade de fibra alimentar e um alto

percentual de proteina total com bom perfil de aminodcidos essenciais.
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Figura 4 — Imagens de Enterolobium contortisiliquum. A: planta adulta; B: folhas e flores;

C: frutos; D: sementes; E: tronco; F: madeira

Fonte: Lorenzi (2002).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial biotecnolégico de um inibidor de tripsina presente nas

sementes de Enterolobium contortisiliguum quanto as suas agdes inseticidas e

bactericidas.

2. 2 Objetivos Especificos

-Purificar o inibidor de tripsina das sementes de E. contortisiliquum;

-Avaliar o efeito do inibidor de tripsina de sementes de Enterolobium
contortisiliquum sobre o desenvolvimento do mosquito vetor da dengue;

- Determinar a concentragcdo letal média (CLso) do inibidor para as larvas do
mosquito Ae.aegypti;

- Avaliar a atividade inibitdria in vitro das proteases oriundas do homogenato dos
intestinos de larvas L4 do Ae. aegypti;

- Obter a cultura de bactérias oriundas do intestino das larvas L4 do Ae.aegypti;

- Determinar as concentracdes inibitérias minimas (CIM) para bactérias dos

intestinos de larvas L4 de Ae.aegypti.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do inibidor de proteases de sementes de Enterolobium contortisiliquum

A coleta das sementes de E. contortisiliquum foram feitas na fazenda “Nao
me Deixes” em Quixad4-CE. Para identificacdo, um ramo de folhas, flores e frutos, foram
depositados no Herbéario Prisco Bezerra (EAC) da Universidade Federal do Ceard com o
codigo de EAC 38.115.

A obtencdo dos inibidores de E. contortisiliqguum foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Rocha-Bezerra (2014), com modificacdes. Para tanto, as
sementes foram retiradas de suas vagens e moidas em moinho industrial. Em seguida, a
farinha foi peneirada em malha de 1,0 mm? e colocada em estufa a 45 °C por 72 h para
obtencdo de um material mais homogéneo e livre de umidade. Os procedimentos descritos
a seguir foram realizados com a farinha desengordurada, a qual foi obtida através de
extragdo com n-hexano, na propor¢do de 1:3 (m/v). A farinha foi deixada em contato com

o solvente overnight e este substituido por um novo, totalizando quatro trocas de solvente.
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O solvente foi desprendido da farinha por evaporacdo em capela de exaustio a
temperatura ambiente. ONDE FORAM OBTIDAS AS SEMENTES.

A farinha desengordurada das sementes de E. contortisiliquum foi submetida a
extracdo em tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5, na propor¢do 1:10 (m/v) sob agitacdo
constante por 3 h, a temperatura ambiente. O material foi filtrado em tecido de nylon e,
em seguida, submetido a centrifugacdao a 10.000 x g, por 30 min, a 4 °C. O material
precipitado foi descartado e o sobrenadante, denominado EcEB, utilizado para a
realizag¢do dos procedimentos descritos adiante.

Ao extrato bruto (EcEB) foi adicionada solugao de acido tricloroacético (TCA)
20% até atingir concentracdo final de 5% (F5). A fracdo foi dialisada contra d4gua destilada
por 72h com trocas a cada 4h e, posteriormente, liofilizada. A fracdo liofilizada foi
solubilizada em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,5 e aplicada em uma coluna
cromatogréfica de troca i0nica dietilaminoetanol (DEAE) ligado a Sepharose, equilibrada
com 0 mesmo tampao. As proteinas ndo retidas foram eluidas com o tampao de equilibrio
enquanto que a proteinas adsorvidas foram eluidas com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5
contendo NaCl 200 mM.

O pico obtido da cromatografia de troca i6nica foi aplicado em uma coluna de
afinidade contendo tripsina acoplada a Sepharose 4B, onde as proteinas ndo retidas foram
eluidas com tampao de equilibrio da coluna (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5) e o material retido
(EcTI) foi eluido com 4cido cloridrico (HCl) 50 mM. Todos os procedimentos

cromatograficos foram acompanhados por leitura a 280 nm em espectrofotdometro.

3.2 Dosagem de proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteinas soluveis foi feita pelo método
colorimétrico descrito por Bradford (1976). Assim, 100 pL. das amostras foram
adicionados a 2,5 mL do reagente de Bradford. Em seguida, a solu¢do foi agitada
levemente e apds 10 minutos foram feitas as leituras das absorbancias a 595 nm. A
quantidade de proteinas foi estimada utilizando-se Albumina Sérica Bovina (BSA) como

referéncia na curva padrao.
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3.3 Eletroforese dos passos de obtencao

Os géis de eletroforese de poliacrilamida contendo SDS foram realizados de
acordo com Laemmli (1970), adaptadas para o uso de géis de separacdo em placas. As
proteinas dos extratos proteicos brutos, fracdes proteicas obtidas por precipitagdes com
TCA, pico nao adsorvido a matriz de afinidade com tripsina acoplada e o inibidor, EcTI
foram dissolvidos em tampao de amostra Tris-HCI1 0,0625 M, pH 6,8, contendo SDS 1 %
e azul de bromofenol (0,02 %). O sistema descontinuo foi composto por géis de
concentracdes contendo 3,5% de poliacrilamida em tampao Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8 e
SDS 1%, e géis de separagcdo contendo 15% de poliacrilamida em uma solug¢do tampao

Tris-HC1 3 M, pH 8,9 ¢ SDS 1 %.

3.4 Inibicao da atividade proteolitica do tipo serinica

Para os ensaios de inibicdo enzimatica foi utilizada a metodologia proposta por
Erlanger et al. (1961), com modificagdes. As solucdes enzimdticas de tripsina e
quimotripsina foram incubadas com o extrato bruto e suas fra¢des por 15 min, e entdo a
reacdo foi iniciada com adi¢do de azocaseina 1%. Decorridos 30 min, a reacdo foi
interrompida ao se adicionar 300 L. TCA 20%. O ensaio foi monitorado pela formacao
de produtos derivados da clivagem da azocaseina apds alcalinizacdo com hidréxido de
sédio (NaOH) 2 M, através de leitura das absorbancias a 440 nm. Os resultados foram

expressos em percentual de inibicao (%) e atividade especifica (Ul/mg de proteina).

3.5 Atividades contra Aedes aegypti
3.5.1 Obtencao dos insetos

As larvas Ae. aegypti, foram obtidas da colonia de mosquitos mantida no Insetario
de Culicideos do Laboratorio de Bioprospeccao de Recursos Regionais (Bioprospec). As
larvas utilizadas nas atividades bioldgicas foram mantidas em bandejas de plastico (30
cm x 45 cm) contendo dgua declorinada, sendo alimentadas em dias alternados com rag¢do
para tartaruga (Reptolife, Alcon®, Camborit, Brasil), com umidade do ambiente de 70 -

80%, temperatura 27 — 30 °C e fotoperiodo 12 h claro/12 h escuro.
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3.5.2 Atividade inibitéria in vitro do inibidor de protease contra as proteases

intestinais de larvas de Ae. aegypti

A inibi¢do das enzimas digestivas de larvas de Ae. aegypti foi feita a partir do
homogenato dos intestinos de larvas de 4° estddio, fonte das proteases. Os sistemas
digestdrios de cerca de 250 larvas foram dissecados em banho de gelo e transferidos para
microtubos contendo tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,5. Em seguida, os intestinos foram
macerados e centrifugados a 10.000 x g por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi retirado e
armazenado a -20 °C para futuro uso. Para o ensaio, uma aliquota de 100 puL (solug¢do
enzimatica) do homogenato foi incubada, por 15 min a 37 °C, com o tampao Tris-HCl
50 mM, pH 7,5 contendo CaCl, 20 mM, e 50 uL. do EcEB e EcTI. A reacdo foi iniciada
adicionando-se 200 uL de azocaseina 1% em tampao Tris-HC1 50 mM, pH 7,5. Ap6s 30
min, a reacdo foi parada adicionando-se 300 puL de solugdo de 4cido tricloroacético 20%
(TCA). Ao final, a mistura foi centrifugada a 10.000 x g, por 10 min e o sobrenadante
alcalinizado com NaOH 2 M na proporc¢ao 1:1 (v/v) e realizada a leitura das absorbancias

a 440 nm.

3.5.3 Determinaciao da Concentraciao Letal Média (CLso)

O ensaio de atividade larvicida contra Ae. aegypti foi realizado como descrito em
Farias e colaboradores (2009). Dez larvas em 3° estdgio foram coletadas com pipetas
Pasteur, colocadas em papel filtro para remover o excesso de dgua e entdo transferidas
com um pincel para tubos de ensaio de 10 mL contendo, cada um, 5 mL das solucdes
aquosas dos inibidores a serem testados, a maior concentracdo utilizada serd 1.000
pg/mL, seguida de diluigdes seriadas até a concentracdo de 62 pg/mL. Os testes foram
realizados em condi¢des ideais, temperatura 27 °C £ 2, umidade 70% + 15 e fotoperiodo
12h de luz. Como controle negativo foi utilizada apenas dgua destilada. Para o célculo da

CLso os dados de mortalidade obtidos foram utilizados.

3.5.4 Efeito dos inibidores de proteases sobre o desenvolvimento do mosquito Ae.

aegypti

A avaliacdo do efeito do inibidor de tripsina de E. contortisiliqguum sobre a eclosao

de ovos de Ae. aegypti foi realizada de acordo com Almeida Filho (2013). Dez ovos foram
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inseridos em tubos de ensaio de 10 mL contendo solugdo dos inibidores em concentragao
de 710 pg/mL em 4gua destilada. Foram utilizados como controles albumina sérica
bovina (BSA) e dgua destilada, sendo o primeiro na concentracao de 1.000 pg/mL. Foram
realizadas 10 repeti¢des para os grupos experimentais. As solucdes foi acrescido 1% de
etanol para evitar a proliferacdo de microrganismos.

Foi realizada, também, a contagem diferencial das larvas diariamente e depois de
3 dias ocorreu a renovagdo da solucdo e adicdo de 5 mg de racdo pulverizada aos tubos.
Ao fim de 2 dias, foi contabilizada a taxa de eclosdo e ao fim de 5 dias calculadas as taxas

de mortalidade e desenvolvimento larval dos grupos.

3.6 Atividade sobre as bactérias do intestino das larvas de Ae. aegypti

3.6.1 Obtencao das bactérias

As bactérias foram obtidas de intestinos médios de larvas de Ae. aegypti de 4°
estddio, oriundas do insetdrio do Laboratério de Bioprospec¢ao de Recursos Regionais e
a cultura bacteriana mantida no Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia,

ambos do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara, Brasil.

3.6.2 Cultivo das bactérias

A cultura de bactérias foi obtida dos intestinos médios de larvas de 4° estadio de
Ae. aegypti de acordo com o método descrito por Apte-Deshpande e colaboradores
(2012). As larvas foram superficialmente descontaminadas com uma rapida imersdo (5
segundos) em etanol 70% e seus intestinos foram assepticamente dissecados. Grupos de
10 intestinos foram reunidos e homogeneizados manualmente em 0,1 mL de tampao
fosfato 0,1 M pH 7,4. Em seguida, o homogenato foi adicionado em um Erlenmeyer
contendo 100 mL de caldo nutritivo (CN) e incubado sob agitacdo constante a uma
temperatura de 37 °C por 24 horas. Apds a incubacdo, a concentracdo da colonia foi
ajustada turbimetricamente para 10° — 10° unidades formadoras de coldnia utilizando a

leitura em comprimento de onda de 600 nm como referéncia.
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3.6.3 Determinacao da concentrac¢ao inibitéria minima para bactérias do intestino

de larvas de Aedes aegypti (CIM)

Para determinar a CIM, foi utilizada a metodologia de Pontual (2014). A
suspensio de bactérias contendo 10° — 10 UFC foi diluida (1:1.000) em caldo nutritivo.
A 100 pL das solugdes do EcEB e do EcTI, com concentracdes variando de 6.900 — 54 e
970 — 7,21 pg/mL, respectivamente, foram diluidos em CN e foram adicionados 20 pL
da suspensdo de bactérias do intestino médio das larvas. Em seguida, foi feita uma
incubacdo a 37 °C por 24 horas, a densidade 6ptica foi mensurada ao comprimento de
onda de 600 nm em espectrofotdmetro de microplaca. Os grupos controles correspondem
a suspensdo bacteriana na auséncia dos inibidores. A concentrag¢do inibitéria minima
(CIM) foi aquela capaz de reduzir >50% das bactérias em comparacao ao grupo controle.

Dois ensaios independentes foram feitos em triplicata (AMSTERDAM, 1996).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A obtencdo dos inibidores de E. contortisiliguum foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Rocha-Bezerra (2014). A presencga de atividade inibitdria de
tripsina e quimotripsina foi confirmada para o EcEB, F5, P200 e EcTI oriundos de E.
contortisiliquum (Tabela 1).

O EcEB, F5, P200 e EcTI foram utilizados para as atividades inibitdria de tripsina.
Entretanto, apenas o extrato bruto e o inibidor purificado foram utilizados para os ensaios
referentes ao desenvolvimento das larvas do mosquito Ae. aegypti. Além disso, EcTI
apresentou uma baixa atividade inibitéria de quimotripsina de cerca de 30% (1984,12
Ul/mg). Existem diversos relatos da existéncia de inibidores de proteases em sementes da
familia Fabaceae e de sua ac@o sobre enzimas proteoliticas, a exemplo os inibidores de
tripsina BmPI oriundo de Butea monosperma (JAMAL et al., 2015) e o ApTI de
Adenanthera pavonina (SASAKI, 2015).

Sabe-se que alguns sistemas digestivos de insetos das ordens Diptera e
Lepidoptera sdo baseados em proteases serinicas (tripsina e quimotripsina). As amostras
oriundas das sementes contendo os inibidores demonstram atividade inibitdria de tripsina,
quimotripsina e sobre o homogenato intestinal das larvas de Ae. aegypti quando avaliado
in vitro (Tabela 1). Tal resultado possibilita sugerir novas abordagens quanto ao uso

biotecnolégico dessas moléculas. Muitos estudos tém sido realizados nesta 4rea,
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direcionando a a¢do de inibidores de proteases, jd que estes possuem a capacidade de
retardar o desenvolvimento e diminuir a sobrevivéncia de uma gama de insetos
(MACEDO et al., 2010; SILVA et al, 2012; SASAKI et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Ao analisar o perfil eletroforético das amostras oriundas das sementes, foi notada
a predominincia de uma grande diversidade de bandas proteicas para o extrato bruto,
bandas predominantes de massas em torno de 20 kDa para a fracdo 5% e P200. Foi
observada uma banda também na faixa de 20 kDa que representa o inibidor de tripsina
(EcTI). Essas bandas com massas proximas a 20 kDa, sugerem que esses inibidores sejam
do tipo Kunitz, os inibidores dessa familia apresentam afinidade por estas enzimas,
principalmente tripsina, € massa molecular aparente de 20 kDa. Outros autores ja
relataram a presenca de inibidores como o PdKI-4 de Pithecellobium dumosum com
massa de 21 kDa (RUFINO et al., 2013), EATI isolado de Entada acaciifolia com massa
de 20 kDa (OLIVEIRA et al., 2012) e IVTI com massa de 20 kDa isolado de sementes
de Inga vera (BEZERRA et al. 2016).

O processo de purificagdo se mostrou eficiente, uma vez que o fracionamento com
TCA e a cromatografia em coluna matriz DEAE reduziram a variabilidade e
concentraram as proteinas de baixa massa, proximas a 20 kDa. A raia 5 que contém o
material proteico oriundo da cromatografia em coluna de afinidade, garante a pureza do

material desejado, o inibidor EcTI, para os ensaios posteriores (Figura 5).
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Tabela 1 - Atividade inibitéria percentual e especifica de tripsina e das proteases

intestinais de larvas de Aedes aegypti do extrato proteico bruto (EB), Fracdao 5%, P200 e
EcTI de sementes de Enterolobium contortisiliquum.

Amostra Atividade inibitoria sobre Atividade inibitoria sobre as
tripsina proteases intestinais das larvas
% Ul/mg de % Ul/mg de
proteina proteina
EB 40 5058,15 61 1410,33
F5 60,5 8692,72 ND* ND
P200 42,9 7333,33 ND ND
EcTI 58,2 14418,6 51,3 7738,09

ND* Nao determinado.
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Figura 5 — Perfil eletroforético (SDS-PAGE 15%). Da esquerda para direita, 1- Marcador
Molecular [Fosforilase b de coelho (97 kDa); Albumina bovina (66 kDa); Ovalbumina
do ovo de galinha (45 kDa) Anidrase carbonica bovina (30 kDa) Inibidor de tripsina da
soja (20 kDa) alfa-lactalbumina bovina (14,4 kDa)]; 2- Extrato bruto proteico de
Enterolobium contortisiliqguum; 3 — Fracdo 5% (F5); 4 — Pico Retido da troca idnica
(P200); 5 — Inibidor de tripsina de E. contortisiliquum. Foram aplicados 12,5 pg de
proteinas em cada pogo e o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R — 250.
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A determinacdo da concentragdo letal média (CLso) para as larvas de A. aegypti
foi realizada através da diluicdo do EcEB e do EcTI de E. contortisiliquum. Foi
encontrado um valor de CLso de 519,56 pg/mL para EcEB. Para EcTI, o valor deve ser
superior 2 mdxima concentracdo testada que correspondia a 1.000 pg/mL. Esse resultado
ndo invalida seu potencial contra insetos, mas ja € um indicativo de que o EcTI ndo possui
efeito téxico agudo sobre as larvas de Ae aegypti. O valor encontrado para o extrato bruto
foi maior do que para o inibidor ApTI (200 pg/mL) de sementes de Adenanthera pavonina
(SASAKI et al., 2015). Segundo Farias e colaboradores (2009), uma possivel explicacdo
para o extrato bruto apresentar uma CLso menor do que EcTI pode ser que além de
inibidores de proteases, ECEB pode contar com a presenca de outras proteinas e
metabolitos secunddrios que juntos garantiram uma concentracao letal menor do que a do
EcTI. Outros trabalhos relatam a presenca de atividade larvicida de dleos essenciais e
extratos de plantas (KABIR er al., 2013; KOODALINGAM, MULLAINADHAN,
ARUMUGAM, 2013). Contudo, sdo poucos os que apresentam atividade larvicida
relacionada a proteinas.

Apesar do EcTI ndo ter demonstrado toxicidade aguda, as atividades inibitorias
de proteases do homogenato dos intestinos das larvas sugeriram que o EcTI fosse avaliado
quanto a eclosdo dos ovos e o desenvolvimento das larvas de Ae. aegypti eclodidas em
solucdo contendo o inibidor com concentracdo de 710 pg/mL durante 5 dias. Foram
utilizados como controles dgua destilada e uma solugd@o de albumina sérica bovina (BSA)
com concentragdo de 1.000 pg/mL. O inibidor de tripsina ndo foi capaz de impedir a
eclosdo das larvas. Assim, as larvas que eclodiram no 1° dia permaneceram incubadas nas
respectivas solucdes e alimentadas com racdo. Até o 5° dia, as larvas incubadas com EcTI
permaneceram em 2° estddio (Figura 7), enquanto que os controles negativos (dgua e
BSA) apresentaram larvas de 4° estddio.

As enzimas dos insetos sdo consideradas clones semelhantes aos dos vertebrados.
Virios inibidores de proteases possuem a capacidade de diminuir o desenvolvimento e a
sobrevivéncia de vérios insetos, como o PFTI de Plathymenia foliolosa e BmPI de Butea
monosperma interferindo no desenvolvimento de Anagasta kuehniella e Helicoverpa
armigera, respectivamente (RAMOS et al., 2009; JAMAL et al., 2015). Apesar do
inibidor de tripsina (EcTI) possuir um valor de CLso acima da concentracio médxima
testada, este foi capaz de retardar o desenvolvimento das larvas a partir da eclosao.

Embora inibidores de tripsina, em geral, ndo causem toxicidade aguda a insetos,

tém sido relatados efeitos deletérios relacionados a ingestdo cronica dessas moléculas
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(PONTUAL et al., 2012). A mortalidade dos insetos pode ser causada por um dos
mecanismos de acdo dos inibidores de proteases. Os insetos aumentam a expressao de
enzimas proteoliticas, como tripsina, para tentar manter a homeostase enzimética do seu
trato digestivo. Contudo enzimas sdo ricas em aminodcidos essenciais para a sintese
proteica, tais como os aminodcidos sulfurados (cisteina e metionina), logo esse aumento
na expressao de proteases leva a uma limitagdo da disponibilidade desses aminoécidos
comprometendo a sintese de outras proteinas, podendo causar retardo no
desenvolvimento, afetar fungdes vitais e possivelmente levar o inseto a morte (RAMOS
et al., 2009). Almeida Filho e colaboradores (2016), purificaram um inibidor de protease
(LTT) oriundo de sementes de Leucena leucocephala que causou o retardo e mortalidade
de larvas de Aedes aegypti. Bioatividades como estas podem sugerir alternativas no

combate de insetos de vetores de doencas.
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Figura 6 — Concentracgdo letal minima (CLso) para matar 50% de larvas de 3° estadio de
Aedes aegypti do extrato bruto (EcEB) extraido em 4gua de farinha desengordurada de
sementes de Enterolobium contortisiliquum.
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Figura 7 — Aspectos morfologicos das larvas de Aedes aegypti apds 5 dias de incubagao
incubadas em solucdo de BSA e EcTI. Em (A) as larvas em 4° estddio em solucdo de BSA
com concentragdo de 1.000 ug/mL e (B) as larvas em 2° estddio presentes na solucao de
EcTI na concentracdo de 710 pg/mL. A barra corresponde a 1 mm.
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A determinagdo da concentragdo inibitéria minima para bactérias do intestino de
larvas de Aedes aegypti (CIM) foi realizada de acordo com Pontual (2014) com algumas
modificagdes, onde as densidades das bactérias foram mensuradas em um comprimento
de onda de 600 nm. Os resultados foram submetidos ao teste de andlise de varidncia
(ANOVA) com um P <0,01. O extrato bruto e o EcTI foram solubilizados em caldo NB
(Nutritive Broth) para verificar a capacidade de inibi¢do de crescimento das bactérias. As
concentracdes do EcEB variaram entre 6900 — 54 pg/mL, enquanto para EcTI variaram
entre 970 — 7,21 pg/mL. Ambos, o ECEB e o EcTI, ndo apresentaram uma atividade
bactericida. Entretanto, o inibidor de tripsina de E. contortisiliquum mostrou atividade
bacteriostdtica, com capacidade de inibir o crescimento das bactérias a partir da
concentracdo de 242 ug/mL.

Ja € relatado na literatura que as bactérias do intestino das larvas de Ae. aegypti
estdo diretamente relacionadas a susceptibilidade para o virus da dengue, da zika, da
chikungunya e outros patégenos. Um efeito deletério na microbiota das larvas pode afetar
negativamente a susceptibilidade e transmissdo do virus pelos insetos. O EcTI mostrou
atividade bacteriostatica em concentragdes a partir de 242 pg/mL. Assim como o inibidor
de tripsina de E. contortisiliquun, o inibidor MoFTI oriundo de Moringa oleifera também
mostrou capacidade bacteriostédtica na concentragdo de 31 pg/mL. Além disso, o MoFTI
teve uma atividade bactericida na concentracdao de 1.000 pg/mL. Essas atividades dos
inibidores de proteases de inibirem o crescimento e causar mortalidade das bactérias
podem estar relacionadas ao fato de inibirem as proteases microbianas e/ou interagdes
com as proteinas de membranas do citoplasma que danificam a permeabilidade destas
bactérias. Assim, estes podem ser utilizados para diminui¢do da susceptibilidade e na

transmissao do virus pelo inseto (MOURYA et al., 2002; PONTUAL et al., 2014).
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5 CONCLUSAO

O inibidor de tripsina, EcTI, se mostrou eficaz em inibir proteases intestinais das
larvas de Aedes aegypti, sendo capaz de retardar seu desenvolvimento. Além disso, EcTI
foi considerado bacteriostatico em relagdo as bactérias dos intestinos das larvas. Portanto,
EcTI possui um grande potencial de utilizacdo como inseticida alternativo no combate do

vetor Ae. aegypti.
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