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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti ¢ o principal vetor de algumas arboviroses pertencentes a familia
Flaviviridae e do género Flavivirus como, febre amarela, Zika e dengue. Dentre essas
arboviroses, a Dengue ¢ a mais preocupante em todo o mundo, devido a sua ressurgéncia e ao
aumento das areas de incidéncia do seu vetor. A utilizacdo de inseticidas quimicos para o
combate desse vetor tem sido comprometida pelo desenvolvimento de populagdes resistentes e
pelos danos causados ao meio ambiente. Dessa forma, ocorreu um aumento na busca de
alternativas para combater esse vetor, dentre elas vém sendo estudadas proteinas vegetais com
potencial inseticida, mais especificamente as abordadas neste estudo sdo inibidores de
proteases. O presente estudo objetivou realizar uma revisao bibliografica sobre inibidores de
protease e sua acdo inseticida contra o Ae. aegypti, a fim de buscar novas atualizagdes e
evidéncias cientificas. A busca bibliografica foi realizada nas bases de dados Pubmed, Scielo,
Portal Periédicos da CAPES e Science Direct utilizando os descritores, “Aedes aegypti and
protease inhibitor plants” no idioma inglés, totalizando 347 trabalhos encontrados entre os anos
de 2002 a 2022, mas apenas 19 trabalhos foram selecionados para discussao por se encaixarem
nos critérios de inclusdo para esta revisao. Apds a leitura dos trabalhos avaliados pode-se
destacar que os inibidores de proteases possuem acao inseticida contra o Aedes aegypti em sua
fase larval, porém, se fazem necessarios mais estudos para esclarecer precisamente como esses

inibidores poderdo ser utilizados para o combate desse vetor.

Palavras-chave: Inibidor Vegetal; Inseticida; Aedes aegypti.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is the main vector of some arboviruses belonging to the
Flaviviridae family and the Flavivirus genus, such as yellow fever, Zika and dengue. Among
these arboviruses, Dengue is the most worrisome worldwide, due to its resurgence and the
increase in its vector incidence areas. The use of chemical insecticides to combat this vector
has been compromised by the resistant populations arising and the damage caused to the
environment. Thus, there has been an increase in the search for novel alternatives to combat
this vector, among which plant proteins with insecticidal potential have been studied, more
specifically the one addressed in this study which are proteinase inhibitors. The present study
aimed to carry out a literature review on protease inhibitors and their insecticidal action against
Ae aegypti, in order to seek new updates and scientific evidence. The bibliographic search was
carried out in the databases Pubmed, Scielo, Portal Periddicos da CAPES and Science Direct
using the descriptors, "Ae. aegypti and protease inhibitor plants" in English, totaling 347 reports
found between the years 2002 to 2022, but only 19 works were selected for discussion because
they fit the inclusion criteria for this review. After reading the selected works, it can be
highlighted that protease inhibitors have insecticidal action against Ae aegypti in its larval stage,
however, more studies are needed to clarify precisely how these inhibitors can be used to

combat this vector.

Keywords: Vegetable Inhibitor; Insecticidal; Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

A globalizacdo juntamente com as mudancas climaticas facilitou a introdugao e
estabelecimento de espécies de insetos fora de suas areas geograficas nativas e com isso muitas
doengas que ocorrem atualmente nos paises tropicais e subtropicais sdo transmitidas por esses
insetos vetores de arboviroses. O Aedes aegypti é o principal vetor de algumas arboviroses da
familia dos Flaviviridae e do género Flavivirus como, febre amarela, zika e dengue (GUBLER,
2004).

A dengue ¢ uma das mais preocupantes arboviroses em todo mundo e constitui um sério
problema de satide publica em regides tropicais e subtropicais, em que os fatores climaticos
favorecem a proliferagdao do Aedes aegypti. Segundo a Organizacao Mundial da Satde (OMS),
mais de 2,5 bilhdes de pessoas vivem sob o risco de contrair a dengue (BRASIL, 2012).

O controle dessa doenca tem como principal estratégia o combate e erradicagdo do vetor
transmissor, além do saneamento basico e educagdo ambiental, os quais visam a eliminacao de
criadouros do mosquito. O controle populacional dos insetos, através do uso de inseticidas
organicos ¢ inorganicos, ¢ a forma mais utilizada na saude publica, como parte do manejo
integrado de vetores, porém seu uso prolongado e indiscriminado, tem favorecido o
aparecimento de populagdes de insetos resistentes (ROCHA et al., 2015).

Assim, pesquisadores tém buscado na propria natureza moléculas com atividade
inseticida, ou seja, bioinseticidas produzidos a partir de compostos orgéanicos de origem vegetal
(GOVINDARAIJA; BENELLE, 2016). Dentre esses compostos estdo os inibidores de
proteases, havendo relatos sobre os seus efeitos toxicos contra larvas de Aedes aegypti

(SASAKI et al., 2015; ALMEIDA-FILHO et al., 2016).

2 OBJETIVOS

Esse trabalho tem como objetivo descrever, mediante levantamento bibliografico, a acao
dos inibidores de proteases no combate ao inseto Aedes aegypti em qualquer de suas fases de

desenvolvimento.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Insetos vetores de doencas

A crescente globalizacdo e as mudangas ambientais vém facilitando a introducdo e o
estabelecimento de espécies de insetos invasores fora de suas areas geograficas nativas
(BALDACCHINO et al., 2015). O movimento de pessoas € insetos, em conjunto a expansao
da agricultura e habitagdo em novas areas vém favorecendo o surgimento, disseminacao e
sucesso na reproducdo de insetos vetores de doengas que sdo os organismos intermedidrios no
ciclo de vida de um patégeno e ou mesmo o responsavel por sua disseminagao aos organismos
hospedeiros (NORMAN, 1999; REY, 2011). Esse crescimento desenfreado dos grandes centros
urbanos com condigdes precarias de saneamento e infraestrutura favorece o desenvolvimento e
a proliferacdo de algumas espécies de mosquitos com importancia em saude publica (LIMA-
CAMARA et al., 2016). Mosquitos do género Aedes, como Aedes aegypti e Ae. albopictus, sao
importantes vetores de virus causadores de doengas emergentes e reemergentes, como Dengue,
Febre amarela, Zika e Chikungunya, e possuem uma ampla distribui¢do geografica global.
Fatores de ordem biologica, geografica, ecoldgica, social, cultural e econdmica atuam
sinergicamente na producado, distribuicdo e controle dessas doengas vetoriais (NICOLETTI,
2020).

Mosquitos de paises ou estados diferentes apresentam modificacdes na competéncia
vetorial (BENNET et al., 2002). Ademais hé estudos que mostram que mesmo em areas mais
restritas como em ilhas podemos encontrar mosquitos com suscetibilidades diferentes
(GONCALVES et al., 2014).

O avango de estudos teoricos e praticos sobre as doengas transmitidas por esses vetores
tem contribuido para o compreendimento de aspectos ecologicos e evolutivos dos insetos
transmissores de doencas, dos patégenos e producdo de estratégias para controle desses vetores
(ALMEIDA-FILHO, 2013). Uma melhor compreensao da biologia desses insetos vetores vém
sendo fundamental para diminuir os impactos dessas doencgas sobre os seres humanos, seja por

meio de controle bioldgico ou produtos quimicos.
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3.1.1 O Aedes aegypti e sua importancia como vetor

O Ae. aegypti (LINNAEUS, 1762) pertence a familia Culicidae, género Aedes, do
subgénero Stegomyia. Esse mosquito teve origem na Africa, sendo descrito pela primeira vez
no Egito, e vem se espalhando pelas regides tropicais e subtropicais do planeta desde o periodo
das Grandes Navegacgoes no século dezesseis (NELSON et al., 1986). Acredita-se que ele tenha
sido introduzido no Novo Mundo no periodo colonial, por meio de navios vindos da Europa
que cruzavam o Atlantico durante as primeiras exploragdes e colonizagdes (BISSET, 2002).

Atualmente, Ae. aegypti estd presente na Asia, Africa, América Central e América do
Sul como ¢ possivel observar na Figura 1, e ¢ transmissor de doengas virais que sdo chamadas
de arboviroses como o Zika, febre Chikungunya, dengue e febre amarela (KRAEMER et al.,
2015). Ele apresenta grande capacidade de adaptacdo a criadouros artificiais, e proliferam
rapidamente em ambientes favoraveis como em aguas paradas proveniente de chuvas ou aguas
em reservatorios para consumo humano, de forma que sua reprodugao e alimentagdo sao fontes

garantidas nesses locais (LOZOVEI, 2001).

Figura 1 — Distribuicdo mundial do vetor Aedes aegypti

Legenda: O mapa indica a probabilidade de ocorréncia de Aedes aegypti. Seu grau de ocorréncia vai de 0, em
azul a 1, em vermelho. Resolugdo espacial de 5 km x Skm.
Fonte: Kraemer et al., 2015.

Os insetos adultos de ambos os sexos se alimentam de néctar de vegetais, seivas e outras

fontes de acticares. As fémeas se alimentam de sangue periodicamente, pois necessitam do
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repasto sanguineo de vertebrados para amadurecimento de seus ovos, que sdo depositados apds
o processo de repasto em animais (DEGALLIER et al., 2000). O ciclo de vida do Aedes aegypti
¢ formado por quatro etapas basicas: ovo, larva, pupa e adultos, esse periodo de
desenvolvimento ¢ aproximadamente de 7 a 10 dias, como ilustrado na Figura 2. Seu ciclo de
vida se inicia apds a deposi¢cdo dos ovos por uma fémea na parede de um criadouro com agua,
sendo que esses ovos apresentam 0,4 mm de comprimento e cor branca, mas com o tempo se
tornam escuros devido ao contato com o oxigénio e podem permanecer sem eclodir por longos
periodos. Estudos sugerem que os ovos podem resistir por até 450 dias, pois sdo resistentes ao
ressecamento, ¢ a sua eclosdo ocorre quando a 4dgua entra em contato com essa estrutura
(NEVES, 2005). Apds a eclosdo, as larvas passam por 4 estadios até se tornarem uma pupa,
durante essa fase se alimentam da matéria organica presente no criadouro. Essa fase larval dura
em média cinco dias. Na fase de pupa, ocorre a metamorfose que marca o inicio da fase adulta,
esse periodo ocorre em média de 2 a 3 dias, e durante esse tempo a pupa permanece na superficie
da 4agua para facilitar o voo quando se tornarem adultos. J4 na fase adulta o Ae. aegypti,
mosquito alado, pode transmitir doengas ao homem se tornando um vetor de arboviroses. Em
média, cada mosquito vive 30 dias e a fémea pode chegar a colocar 150 a 200 ovos, e se a fémea
estiver infectada por algum arbovirus, ao completar seu ciclo de desenvolvimento, transmitira
a doenca desse arbovirus ao se alimentar de sangue (NATAL, 2002). Estudos demonstraram
que a fémea uma vez infectada é capaz de transmitir o virus por toda a vida, havendo a

possibilidade de parte de seus descendentes ja nascerem portadores do virus.



Figura 2 — Ciclo de vida do Aedes aegypti
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Fonte: Adaptado de CARVALHO, 2012.

3.1.2 Dengue

18

A dengue ¢ uma doenga causada por um virus pertencente a familia Flaviviridae, do

género Flavivirus, esse virus apresenta cinco sorotipos, denominados DENV-1, DENV-2,

DENV-3 e DENV-4 (HALSTEAD, 2008) e o quinto mais recentemente descoberto DENV-5

(MUSTAFA et al., 2015). Esses também sao classificados como arbovirus, no Brasil os virus

da dengue sao transmitidos pela fémea do mosquito 4e. aegypti, quando a mesma esta infectada

e podem causar tanto a manifestacdo cldssica da doenca quanto a forma considerada

hemorrégica.
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As primeiras epidemias da doenca foram descritas nos séculos XVIII e XIX, e na
segunda metade do século XX ela passa a ser considerada uma doenga global, influenciada pela
urbanizag¢do, aquecimento global e crescimento populacional, que juntos propiciam a
multiplicagdo do mosquito (KANTOR, 2016). Atualmente a dengue ¢ considerada a mais
importante arbovirose do mundo, cerca de 2,5 bilhdes de pessoas estdo expostas ao risco de
serem infectadas, particularmente em paises tropicais e subtropicais, onde condi¢des climaticas,
sociais € econdmicas favorecem, ainda mais, a proliferagdo dos mosquitos vetores, como ¢

possivel observar na figura- 3, a taxa de incidéncia no Brasil (VALLE et al., 2015).

Figura 3 — Distribui¢do da taxa de incidéncia de dengue, por municipio no Brasil em 2021.

Taxa de Incidéncia - Dengue

Sem dados

0,01 a 50,00

50,01 a 100,00
B 100,01 a 300,00
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N 500,01 a 13.255,59

A

’
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Fonte: Adaptado de Sistemas de Informagdes de Agravos de Notificagdes (SINAN) 2021.

O virus da dengue ¢ transmitido ao ser humano através da picada do mosquito vetor Ae.
aegypti infectado. Os casos sintomaticos dessa doenga podem apresentar trés fases clinicas, a
febril, critica e de recuperagdo (WHO, 2017). Na fase critica podem surgir manifestagdes
clinicas correspondentes a uma complicagdo da doenga potencialmente letal chamada dengue
grave, que aparecem devido ao aumento da permeabilidade vascular e da perda de plasma, o

que pode levar ao choque irreversivel e a morte (KURANE, 2007). Devido a carga da doenca
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e seu potencial de evolugdo para 6bito, a dengue continua sendo um dos mais sérios problemas
de saude publica no Brasil (BRASIL, 2018)

No momento atual, a principal forma de prevengdo ¢ o combate aos mosquitos e
eliminagdo dos criadouros de forma coletiva com participagdo comunitaria ¢ o estimulo a

estrutura de politicas publicas efetivas para o saneamento basico e o uso racional de inseticidas.

3.2 Controle dos vetores

Com a falta de tratamento especifico contra as arboviroses, 0 modo mais conveniente
de combater essas doengas ¢ evitando o surgimento de novos casos por meio da diminui¢ao da
transmissdo do patdgeno por intermédio do combate aos vetores dessas doengas.

O papel do controle de vetores em Saude Publica ¢ prevenir as infec¢des mediante o
bloqueio ou redugdo da transmissao, sendo os objetivos principais, 0 manejo dos problemas ja
existentes, tais como epidemias, alta morbidade e alta mortalidade; e a prevenc¢ao de epidemias
e redugdo dos fatores de risco ambientais da transmissdo. Para que isso ocorra, o controle
efetivo desses vetores deve dispor de vérias alternativas, adequadas a realidade local, que
permitam sua execucdo de forma integrada e seletiva (BRAGA,1999). Definido pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS), esse controle seletivo do vetor deve ser considerado
uma operacionalizacdo do controle integrado, envolvendo a selecio de metodologias mais
eficazes a serem utilizadas, com base na realidade local, e englobando a defini¢do do local,
através do levantamento das informagdes necessarias e decisdo sobre o momento e a forma de
sua implementacdo (ROSE, 2001).

Os componentes do controle desses vetores abrangem vigilancia, manejo ambiental,
controle bioldgico, controle quimico com uso de inseticidas e repelentes, armadilhas e manejo

da resisténcia a inseticidas (ROSE, 2001).

3.2.1 Inseticidas quimicos

A presenca dos inseticidas revolucionou a metodologia de controle de insetos vetores e
doengas, possibilitando uma padronizagdo. Desde o inicio do século XX, o desenvolvimento de
inseticidas que permanecem ativos por longos periodos foi um dos mais importantes avangos

no controle desses insetos.
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A maioria dos inseticidas utilizados pertence aos grupos dos organoclorados,
organofosforados e piretroides, tendo mecanismos de agdo no sistema nervoso central dos
insetos (BRAGA; VALLE, 2007).

Os organoclorados contém carbono, hidrogénio e cloro; sdo classificados em quatro
grupos difenil-alifaticos, hexaclorociclohexanos, ciclodienos e policloroterpenos (TSA, 2014).
Eles atuam mantendo os canais de sodio aberto, desequilibrando a quantidade de ions de sodio
e potassio nos axonios dos insetos, impedindo a transmissao de impulsos nervosos. Todavia, ao
serem utilizados como controle de insetos, tiveram seu uso descontinuado e chegaram a ser
proibidos em vérios paises devido a sua persisténcia no ambiente e ao acumulo em tecidos do
organismo de animais e de humanos.

Os organofosforados apresentam fosforo na sua composicao, e foram descobertos apos
os organoclorados. Sao amplamente utilizados em Satde Publica por apresentarem vantagens
sobre os organoclorados, por serem mais biodegradéveis e ndo acumularem nos tecidos, porém
apresentam instabilidade quimica, o que torna obrigatdria a renovagdo periddica de sua
aplicacdo, e sao mais toxicos para os vertebrados que os organoclorados, mesmo em doses mais
baixas (WARE; WHITACRE, 2004). Esses inseticidas atuam inibindo a enzima
acetilcolinesterase, resultando no aciimulo de acetilcolina nas jungdes nervosas, o que impede
a interrupg¢do da propagacdo do impulso elétrico, consequentemente o sistema nervoso central
continuard sendo estimulado, desencadeando o processo de paralisia que pode resultar com a
morte do inseto (PAILAN et al., 2015).

Os piretroides sintéticos sdo produzidos em laboratorio a partir de uma substancia
natural, o piretro, extraido de crisantemos. Sdo biodegradaveis, ndo possuem elevada
bioacumulagdo, raramente provocam intoxicagdo em aves ¢ mamiferos, e atuam mantendo
aberto os canais de sodio das membranas dos neurdnios, afetando o sistema nervoso periférico
e central do inseto, estimulando descargas repetitivas nas células nervosas causando paralisia
(BRAGA; VALLE, 2007; WHO, 2017).

Os inseticidas tém sido bastante utilizados, contudo seu uso continuo vem provocando
o aparecimento de populagdes resistentes e ocasionando problemas para o controle de vetores.
Em virtude a crescente preocupagdo e ocorréncia de seus efeitos adversos e o aumento da
rigidez na legislacdo de alguns paises quanto a presenga de residuos quimicos no meio
ambiente, torna-se de extrema necessidade o uso de novas estratégias de controle desses
vetores. Tais fatores culminaram com o aumento de pesquisas sobre inseticidas naturais e
biodegradaveis com o objetivo de diminuir o impacto ao ambiente. Desta forma, o controle

bioldgico como a utilizagdo de alguns extratos de plantas considerados bioinseticidas,
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apresentam grande potencial de uso como alternativa ao uso de inseticidas convencionais

(PONTUAL et al., 2012).

3.2.2 Bioinseticidas

Bioinseticidas sdo produtos extraidos de plantas ou outras fontes naturais, em que seus
compostos atuam como substancias toxicas ou repelentes contra insetos, sdo facilmente
degradados e nao poluem o meio ambiente.

As plantas produzem metabolitos primarios e secundarios que funcionam como uma
defesa quimica contra a herbivoria, o que as tornam uteis para a produ¢do de bioinseticidas
Estudos que abordam a descoberta de plantas com propriedade inseticida contribuem para
valorizagdo econdmica dessas espécies, além do uso e conservacao da biodiversidade. Além
disso, contribuem com os programas de controle integrado de insetos de relevancia

epidemioldgica (CORREA et al., 2008; FERNANDES et al., 2013).

3.3 Proteinas vegetais com potencial inseticida

No decorrer da evolugao, as plantas desenvolveram diferentes mecanismos para reduzir
o ataque dos insetos, por meio de respostas especificas que ativam diferentes vias metabdlicas,
alterando suas caracteristicas quimicas e fisicas (MELLO et al., 2002). A biodiversidade
vegetal presente em diversos paises resulta em uma variedade de fitocompostos que sao usados
para controlar vetores (KRISHNAPPA et al., 2020). Substancias com potencial inseticida sdo
obtidas a partir de moagem de partes de plantas ou apds a extracdo com solventes, sejam
organicos ou aquosos (MARCIEL et al., 2010). O uso dessas substancias pode atuar inibindo a
acao de insetos seja por inibir a alimentagao, reduzir a ovoposi¢ao, por prejudicar o crescimento
larval, ou por atrair predadores (MAZHAWIDZA et al., 2017, SANTOS et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2020).

Existem proteinas vegetais que sdo relacionadas a defesa, dentre elas as proteinas
inativadoras de ribossomos (RIPs), os inibidores de a-amilase, as lectinas e os inibidores de
Protease. Essas proteinas sdo abundantes em 6rgdos de reserva como tubérculos e sementes
(JABER et al., 2010). As RIPs possuem acao inseticida através da inativacdo dos ribossomos
comprometendo a sintese de proteina do organismo, causando imperfei¢cao no desenvolvimento

e culminando com a morte (TAMBURINO et al., 2010; PIZZO et al., 2015).
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As lectinas sdo uma classe de proteinas de origem ndo imune que possuem menos de
um dominio ndo catalitico capaz de se ligar, reversivelmente, a um mono ou oligossacarideo
especifico (PEUMANS, VAN DAMME, 1995). Sua acdo em insetos inclui a ligacdo de
glicoconjugados que estao nas células do epitélio do trato digestorio, que sdo expostas a essa
substancia e sdo, portanto, possiveis sitios de ligagdo das proteinas de defesa das plantas,
fazendo com que o limen do intestino desses insetos fique revestidos por lectinas provocando
efeito negativo aos insetos, como inibir o crescimento e consequentemente morte do inseto
(VANDENBORRE et al.,2011).

As o-amilase sdo enzimas monoméricas que constituem uma familia de endoamilases,
que catalisam a hidrélise de ligagdes glicosidicas de a-1,4 do amido, glicogénio e outros
carboidratos (FRANCO et al., 2000). Os inibidores de a-amilase e de proteases apresentam
grande potencial devido reduzirem ou impedirem a atividade das enzimas digestivas dos

insetos, causando destruicao e redugao do desenvolvimento larval (PUSZTAI et al., 1990).

3.3.1 Inibidores de proteases

Inibidores de proteases sdo proteinas ou peptideos capazes de interagir com enzimas
proteoliticas e inibir suas atividades cataliticas (LINGARAJU; GOWDA, 2008). Essas
moléculas possuem a funcdo de proteinas de reservas, reguladores endogenos e principalmente
de defesa contra microrganismos e insetos, sendo amplamente estudado como alternativa a
inseticidas com aplicabilidade biotecnolégica (CANDIDO et al., 2011). Os inibidores de
proteases de plantas (IP) s3o classificados de acordo com a classe de enzimas inibidas,
homologia estrutural/sequencial, numero e localizagdo de pontes dissulfeto e sitio reativo em:
inibidores de proteases serinicas, inibidores de proteases cisteinicas, inibidores de proteases
asparticas e inibidores de metaloproteases (MIGLIOLO, 2008).

Estudos mostram que os inibidores sdo importantes para os processos fisiologicos como
neuro-secretorios, reproducdo, desenvolvimento de ovérios, ativagdo enzimatica de diferentes
cascatas enzimaticas envolvidas nos processos imunes ¢ em particular com a via fenol oxidase
(GUBB et al., 2010).

A utilizacdo desses inibidores contra insetos € pertinente, pois as proteases intestinais
dos insetos sdo imprescindiveis aos processos de digestdo e absorcdo de nutrientes
(CHAPMAN, 2013). Conforme o alimento contendo o inibidor chega ao intestino dos insetos
acontece a formacao do complexo inibidor-proteases que desativa a a¢ao catalitica das proteases

para o processo digestivo, desse modo o resultado da inativacdo de proteases digestivas, afeta
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diretamente a eficiéncia da conversdo nutricional, reprimindo a massa corporal dos insetos,
aumentando o tempo de desenvolvimento e muitas vezes levando a morte por déficit nutricional
(MACEDO et al., 2015).

Apos a sua descoberta no século XIX até os dias de hoje, um conjunto de conhecimentos
a respeito da estrutura e atividade bioldgica dos inibidores de protease foram somados.
Ademais, sdo relatados que esses inibidores, como RcTI, purificado de Ricinus communis € o
sLITi de sementes de Leucaena leucocephala podem interagir; e inibir as proteases, bem como
retardar o desenvolvimento do Ae. aegypti, (DANTZGER et al., 2015; SILVA et al., 2015;
ALMEIDA-FILHO et al., 2016).

Logo esse trabalho fard um apanhado do uso de inibidores de protease de plantas sobre

o0 inseto vetor Ade. aegypti, estudados para o combate desse vetor.
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4 METODOLOGIA

4.1 Plataformas de pesquisa, delineamento das palavras chaves e modos de busca

Para a realizagdo deste trabalho foi desenvolvida uma pesquisa qualitativa, bibliografica
e exploratoria. Segundo Huberman e Miles (1994), a pesquisa qualitativa se subdivide em trés
etapas: reducdo, exibicao e conclusdo. Na redugdo, ocorre a selecdo e depois a simplificagdo
dos dados coletados, os quais serdao codificados em categorias; em seguida, na exibi¢do, ocorre
a organizacao dos dados selecionados para possibilitar uma analise sistematica, e finalmente, a
conclusdo que seria a revisdo e verificagdo dos dados a serem abordados. Ja a pesquisa
exploratoria deve ser realizada quando ha pouco conhecimento sobre o assunto que sera tratado
e tem como intencao se familiarizar com o tema, e tem por objetivo verificar em que medida a
obra consultada interessa a pesquisa (GIL, 2002).

Dessa forma, foi realizada uma busca por trabalhos cientificos no periodo de 26 de abril
a 6 de maio de 2022, em quatro plataformas de pesquisa, sendo estas: Pubmed, Portal de
Periodicos Capes, ScienceDirect e Scielo com o objetivo de encontrar estudos sobre inibidores
de proteases no combate ao mosquito 4e. aegypti, em um intervalo de tempo de 20 anos, entre
os anos de 2002 a 2022 de publicagdo. Os termos, na lingua inglesa, Aedes aegypti and protease
inhibitor plants foram usados como palavras-chave durante as buscas.

Por ultimo, foi realizada a andlise do contetido referente ao tema aqui abordado, em que
os mesmos foram classificados e selecionados por meio de uma metodologia mais ampla, pelo
sistema PRISMA que em sua tradugdo quer dizer Principais Itens para Relatar Revisdes
Sistematicas e Meta-andlises, que constitui por um fluxograma que foi utilizado para coletar os
trabalhos que abordaram a tematica dessa pesquisa, baseando-se nos critérios de inclusao
definidos, a fim de posteriormente analisar esses estudos e apresentar de maneira detalhada as
informagdes a respeito da selecdo, exclusao e inclusdo dos artigos (MOHER et al., 2015), assim
como ¢ possivel visualizar no fluxograma na Figura 4, que explica como ocorreu o

desenvolvimento dessa pesquisa qualitativa, bibliografica e exploratoria.
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Figura 4 — Fluxograma explicando sobre o desenvolvimento dessa pesquisa qualitativa,

bibliografica e exploratoria.
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Fonte: Elaborado pela autora, baseado em MOHER et al. (2015).

4.2 Analise de dados

Os dados obtidos ao longo da pesquisa bibliografica foram analisados e expressos por
meio de graficos e tabelas que foram realizadas utilizando o software Microsoft Excel 2016 e

Microsoft Word 2016, que pertencem ao pacote Office 2016.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Visao geral dos resultados

ApoOs o levantamento de dados nas quatro plataformas utilizadas Pubmed, Portal de
Periodicos CAPES, Scielo e Science Direct, foram encontrados ao todo 347 trabalhos que
abordam os termos pesquisados para essa pesquisa bibliografica. Destaca-se que a menor
quantidade de trabalhos encontrados foi obtida no Portal de Peridodicos CAPES, com apenas 3
trabalhos encontrados, enquanto as maiores quantidades foram obtidas na plataforma

ScienceDirect com 317 trabalhos encontrados (Tabela 1).

Tabela 1 — Trabalhos encontrados nas plataformas de pesquisa e o niimero de trabalhos

incluidos.
Plataforma de Pesquisa N° de trabalhos N° de trabalhos
encontrados incluidos
Pubmed 14 11
Scielo 11 3
Portal de Periddicos
CAPES . :
ScienceDirect 317 4
Total 347 19*

*Nao representa o numero real de trabalhos incluidos nesta revisao
Fonte: Elaborado pela autora.

Os 19 trabalhos utilizados ndo representam o nimero real de trabalhos incluidos nesta
revisdo que foram publicados entre os anos de 2002 e 2022, com o numero médio de
publicacdes anuais de 0,95; o maior nimero de publicagdes ocorreu no ano de 2018 com trés

trabalhos publicados (Grafico 1).
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Grafico 1- Numero de trabalhos publicados por ano sobre inibidores de proteases contra o

mosquito Aedes aegypti.
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Fonte: Elaborado pela autora

A primeira publicagdo encontrada sobre o tema foi de autoria de Napoledo e
colaboradores, no ano de 2011, na qual o seu estudo sobre o efeito do inibidor de protease
presente em Myracrodruon urudeuva em larvas de Ae. aegypti, enquanto o trabalho mais
recente de Pereira-Filho e colaboradores, publicados no ano de 2020, em que estuda a atividade

anti-complemento intestinal do Ae.aegypti, como uma nova forma de controlar esse vetor.

Dentre os estudos utilizados para a elaboragdo dessa revisdo bibliografica, a atividade
larvicida dos inibidores de protease contra o Aedes aegypti foi a mais intensamente estudada,
como pode ser observada na Tabela 2, uma vez que, todos os trabalhos avaliaram

principalmente a atividade inseticida dos IPs contra as larvas do vetor.



Tabela 2 — Inibidores de Proteases estudados nos trabalhos incluidos.

29

Inibidor Espécies Concentraca Efeitos no Aedes aegypti Referéncias
de 0
Protease
MuLL Myracrodruon 8,0-14,0 Inibiu as enzimas digestivas, o | Napoledo et al., 2011
urundeuva mg/mL que resultou em desequilibrio
metabodlico, comprometendo o
crescimento e levando a
mortalidade das larvas.
MoFTI Moringa oleifera 13,0 17,0 | Promoveu a mortalidade das | Pontual et al., 2014
mg/mL larvas recém-eclodidas e a
interrupgéo do seu
desenvolvimento.
ApTI Adenanthera 0,12¢e1l Diminuiu as atividades | Sasaki et al., 2015
pavonina mg/mL proteoliticas no intestino médio
das larvas e influenciou na
degeneragao das
microvilosidades das células do
epitélio da regido posterior do
intestino médio.
RcTI Ricinus communis 0,1 mg/mL | Inibiu as proteases intestinais, | Silva ef al., 2015
L. em cerca de 91%, provocando a
mortalidade das larvas.
sLITi Leucaena I mg/mL Inibiu a eclosdo do ovo em 50% | Almeida Filho et al,
leucocephala e retardou na mudanga de estagio | 2016
larval.
CITI Cassia leiandra 0,025 mg/mL | Inibiu as proteases presentes no | Dias ef al., 2016
0,175 mg/mL | intestino médio, retardou o
desenvolvimento larval e
aumentou a taxa de mortalidade.
LsCTI Lonchocarpus 0,3 mg/mL-1 | Inibio 60% das proteases | Almeida Filho et al.,
sericeus intestinais, retardando o| 2017
desenvolvimento causando alta
mortalidade larval.
alocasina Alocasia 0,15mg/mL — | Obteve um  aumento da | Vajravijaian et al,
macrorrhizos 0,6 mg/mL | mortalidade das larvas com o | 2018
aumento das concentragdes do
inibidor.
CgTI Cassia grandis 0,5-2,5 Nao apresentou qualquer | Brandao-Costa et al.,
mg/mL alteracdo nas larvas 2018
EcTI Enterolobium 200, 100, 50 | Inibiu o desenvolvimento larval | Tabosa et al., 2020
contortisiliquum e 25 yg/mL-1 | sem afetar a eclodibilidade.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2 Acao dos inibidores de proteases contra o Aedes aegypti

Os inibidores de protease vegetal estdo presentes em tecidos de armazenamento como
sementes, folhas, flores e frutos e tubérculos, onde funcionam como proteinas de
armazenamento e reguladores endogenos da atividade proteolitica (GROSSE-HOLZ et al.,
2016). Esses inibidores sdo caracterizados como inibidores de serina, cisteina, aspartico e
metaloproteinase, de acordo com suas proteases alvo (FAN et al., 2005); eles também sao
agrupados em familias de acordo com suas relagcdes de sequéncia e propriedades estruturais
(RICHARDSON, 2010; OLIVA et al.,2016). A familia de IPs do tipo Kunitz ¢ Bowman-Birk

sd0 as mais estudadas e caracterizadas.

Em seu estudo Dias et al. (2016) pesquisaram a a¢do do inibidor de tripsina CITIL, das
sementes de Cassia leiandra, uma Fabaceae nativa da floresta amazodnica, sobre as proteases
do intestino médio do Ae. aegypti em seu desenvolvimento e na sobrevivéncia desse mosquito,
em sua terceira fase larval. A maior parte dos IPs se liga as proteases intestinais de insetos em

diferentes ordens (EL-LATIF, 2014).

O inibidor de tripsina CITI foi utilizado em concentragdes de 0,025 mg/mL- 0,175
mg/mL, e observou-se que o mesmo nao apresentou toxicidade no inicio larval, assim como
relataram Branddo-Costa et al. (2018) em seu estudo com CgTI em que concentragdes de 0,5-
2,5 mg/mL ndo apresentaram qualquer toxicidade nesse estagio larval. No entanto o CITI
retardou o desenvolvimento no 3° estagio larval e aumentou a taxa de mortalidade em 44,0%,
no estudo de Dias et al. (2016), o que pode estar relacionado a diminui¢do da absorcao de
aminoacidos essenciais da dieta, resultando em fome e morte desse vetor (ZHU-SALZMAN et

al., 2015).

Outros IP mostraram efeito semelhante aos de CITI, como o ApTI, um inibidor de
tripsina presente nas sementes de Adenanthera pavonina, uma Fabaceae origindria do sudeste
da Asia e naturalizada no Brasil, utilizada no estudo de Sasaki et al. (2015). Além de reduzir a
atividade proteolitica do Ae. aegypti do intestino médio, diminuiu o peso em 36,38% e a
sobrevivéncia das larvas e, adicionalmente, as larvas alimentadas com dieta contendo ApTI
mostraram degeneracdo das microvilosidades na regido posterior das células epiteliais do
intestino médio, hipertrofia das células cecais gastricas e aumento do espaco ectoperitrofico do

Aedes aegypti (SASAKI et al.,2015).
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Pontual ef al. (2014) buscaram analisar se o inibidor de tripsina MoFTI presente nas
flores de Moringa oleifera interfere na sobrevivéncia e desenvolvimento de larvas de Ae.
aegypti. Em seu estudo, estes autores investigaram o efeito do extrato de flores de Moringa
oleifera sobre a eclosao de ovos, larvas recém eclodidas e pupas de Ae. Aegypti. Como resultado
observaram que a taxa de eclosdo foi significativamente reduzida quando ovos de Ae. aegypti
foram incubados com o extrato em 8,5-17 mg/mL de concentrag¢do; em relagdo as larvas recém
eclodidas exerceram baixa toxicidade, pois a taxa de mortalidade ndo ultrapassou 19,1%, mas
deteve o seu desenvolvimento larval. Assim como mostrou o estudo de Silva et al. (2015), em
que apds a purificacdo do inibidor de proteases presente nas sementes de mamona Ricinus
communis L., o inibidor RcTI promoveu 91% de inibicdo das proteases intestinais de Ae.
aegypti, nesse sentido, a mortalidade dessas larvas esta ligada ao bloqueio de enzimas
semelhantes a tripsina ou a outras proteases essenciais para a nutricdo da larva, ou seja, os
inibidores de tripsina presentes, exibem um residuo de lisina em seu sitio reativo e enzimas
semelhantes a tripsina de inseto hidrolisam ligacdes peptidicas envolvendo residuos de arginina
(LOPES et al., 2004), devido a iss,0 permite que o sitio reativo do inibidor interaja com o sitio
ativo da enzima, sem sofrer hidrolise, fazendo com que a ingestao de inibidores de tripsina
levem ao bloqueio de enzimas digestivas, prejudicando a absor¢do de aminoacidos essenciais

(PAIVA et al., 2013).

J4 nas pupas dos insetos, o extrato ndo causou qualquer alteracdo, ndo afetando sua
sobrevivéncia. Isso ocorreu devido o 4e. aegypti precisamente nesse estagio ndo se alimentar
(LUCAS; ROMOSER, 2001), assim o extrato com o inibidor ndo atingiu seus alvos de agao,
além de que a auséncia de alimentagdo leva a uma diminui¢do da atividade de tripsina entre as
ecdises larva-pupa e pupa-adulto (YANG, DAVIES, 1971). Portanto o principio larvicida do
inibidor de tripsina presente no extrato da flor de Moringa oleifera, o MoFTI, ¢ em larvas
recém-eclodidas, sendo capaz de promover mortalidade e interrupcao do desenvolvimento

larval.

Tabosa et al. (2020) utilizaram o inibidor de protease (EcTI), encontrado em sementes
de Enterolobium contortisiliquum, para analisar seu efeito no desenvolvimento do Ae. aegypti,
em seus resultados o inibidor nao apresentou toxicidade aguda nas larvas, no entanto sua
atividade inibitdria levou a investigag¢do de sua capacidade de inibir proteases intestinais das
larvas. Este foi capaz de inibir in vitro a atividade proteolitica no homogenato do intestino
médio das larvas, tal como no estudo de Almeida Filho et al. (2016), no qual sLITi de Leucaena

leucocephala inibiu 70% da atividade das proteases do intestino médio.
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Portanto, ao analisar os estudos e artigos pesquisados para analisar a acdo dos inibidores
de protease presente em plantas contra o Ae. aegypti, entende-se que essas moléculas

apresentam um grande potencial para seu uso no controle desse vetor.
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6 CONCLUSAO

A partir do levantamento bibliografico foi verificado que os inibidores de proteases de
plantas possuem potencial biotecnoldégico como agente alternativo para controlar o
desenvolvimento larval de Ae. aegypti. Os inibidores de tripsina sdo os mais frequentemente
estudados de acordo com o levantamento realizado por esse estudo, sendo eficazes devido sua
acdo larvicida, entretanto, mais estudos sdo necessarios para o desenvolvimento de métodos

corretos de uso desses inibidores no combate ao Ae. aegypti.
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