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RESUMO

Uma das grandes preocupacdes da saude publica global, atualmente, € o
vetor da dengue e da febre amarela, Aedes aegypti. As enzimas digestivas mais
abundantes no intestino médio das larvas s&o do tipo tripsina e quimotripsina. Neste
estudo, investigamos os efeitos da exposicdo cronica e aguda do inibidor de
protease de semente de Adenanthera pavonina (ApTl) sobre as larvas de Ae.
aegypti, bem como um possivel mecanismo de adaptacdo. ApTl em concentracao
ndo-letal teve um efeito significativo sobre as larvas de Ae. aegypti: houve
diminuicdo na sobrevivéncia, peso e atividades proteoliticas do intestino médio. O
perfil zimografico das amostras demonstrou sete bandas, trés das quais
apresentaram atividade triptica. A membrana peritréfica ndo foi rompida. As enzimas
das larvas alimentadas continuaram sensiveis ao ApTl e as atividades enzimaticas
voltavam ao normal na auséncia de ApTl. Também as enzimas digestivas de larvas
nao foram capazes de degradar o inibidor. Adicionalmente, ApTI demonstrou atrasar
o tempo de desenvolvimento larval. Além disso, os estudos histolégicos
demonstraram uma degeneracdo das microvilosidades das células epiteliais do
intestino meédio na regido posterior, hipertrofia das células cecos gastricos e um
aumento no espaco ectoperitrofico. Este estudo amplia a base de compreenséo do
modo de acéo de inibidores de proteases em insetos e da maneira que 0s insetos se
adaptam a estes. Ae. aegypti ndo demonstrou ter capacidade de superar os efeitos
negativos da ApTI, indicando que esta proteina pode ser um agente promissor

contra Ae. aegypti no campo da biotecnologia.



ABSTRACT

A current major global public health concern is the vector of dengue and
yellow fever, Aedes aegypti. The most abundant digestive enzymes in midgut larvae
are trypsin and chymotrypsin. In this study, we investigated the short- and long-term
effects of Adenanthera pavonina seed proteinase inhibitor (ApTI) on Ae. aegypti
larvae, as well as a possible mechanism of adaptation. ApTI had a significant effect
on Ae. aegypti larvae exposed to a non-lethal concentration of ApTI during short- and
long-duration assays, decreasing survival, weight and proteinase activities of midgut
and fecal extracts of larvae. The zymographic profile of ApTI demonstrated seven
bands, three bands had trypsin-like activity. The peritrophic membrane was not
disrupted. The enzymes of ApTI-fed larvae were found to be sensitive to ApTI and to
have a normal feedback mechanism; also, the larval digestive enzymes were not
able to degrade the inhibitor. In addition to it, ApTI delayed larval development time.
Furthermore, histological studies demonstrated a degeneration of the microvilli of the
posterior midgut region epithelium cells, hypertrophy of the gastric caeca cells and an
augmented ectoperitrophic space in larvae. Taken together, this study broadens the
base of our understanding of the mode of action of proteinases inhibitors in insects
and the way that insects adapt to them. Ae. aegypti larvae was incapable to
overcome the negative effects of ApTl, indicating that this protein may hold promise

as an agent against Ae. aegypti in biotechnological field.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

O Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) se tornou uma das principais
preocupacdes da saude publica global, por ser o principal vetor da forma urbana da
febre amarela e da dengue (NEVES et al., 2005). A fémea do mosquito transmite ao
individuo picado o arbovirus, um agente etiolégico do género Flavivirus da familia
Flaviviridae. Este mosquito é amplamente distribuido nas zonas tropicais e
subtropicais (AKRAM & AHMED, 2005). Nos ultimos 50 anos, a incidéncia de
dengue aumentou 30 vezes; cerca de 2,5 bilhdes de pessoas vivem em paises
endémicos de dengue e estima-se que 50-100 milh&es de novos casos de infecgcdo

ocorram anualmente (WHO, 2009).

1.1.1 Febre amarela

A febre amarela € uma doenca infecciosa aguda, pode durar no maximo 10
dias. Seus sintomas sao: febre, dor de cabeca, calafrios, nduseas, vomito, dores no
corpo, ictericia (a pele e os olhos ficam amarelos) e hemorragias (de gengivas, nariz,
estbmago, intestino e urina). Nao ha tratamento especifico, apenas tratamento
sintomatico e requer cuidados na assisténcia ao paciente. Este deve permanecer em
repouso com reposicdo de liquidos. Nas formas graves, o paciente deve ser
atendido numa Unidade de Terapia Intensiva. Sem assisténcia medica, a doenga
pode levar a morte. A Unica forma de evitar a febre amarela silvestre € a vacinacao
contra a doenca. A vacina € gratuita e esta disponivel nos postos de salde em
gualquer época do ano (BRASIL, 2013a).

A febre amarela possui dois ciclos epidemioldgicos: a forma urbana e a
silvestre. A forma urbana é conhecida no Brasil desde 1685, quando a sua alta taxa
de letalidade levou varias pessoas a 0Obito. Sua ultima ocorréncia registrada no pais
foi em 1942, no Acre (BRASIL, 2013a).
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A forma silvestre so foi descrita em 1932 e as areas consideradas de riscos
sdo: Regides Norte, Centro-Oeste, no estado do Maranhéo, parte dos estados do
Piaui, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.
Hoje, no Brasil possui uma vacina totalmente eficaz contra a forma silvestre da
doenca. Geralmente, casos como esses ocorrem com pessoas que nao foram
vacinadas e estiveram em matas préximos de cidades. Registros mostram que no
periodo de 1980 a 2004, foram confirmados 662 casos de febre amarela silvestre,
com ocorréncia de 339 o6bitos, representando uma taxa de letalidade de 51% no
periodo. Como medida de prevencdo, o Ministério da Saude adotou estratégias para
evitar a ocorréncia de surto na populacdo humana. Dentre elas, a intensificacdo da
vacinagao das pessoas que irdo entrar em contato com areas de matas, florestas ou

cerrado nas areas de risco (BRASIL, 2013a).

1.1.2 Dengue

7

A dengue € uma doenca infecciosa causada por um arbovirus com quatro
tipos diferentes de virus da dengue: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. Ocorre
principalmente em areas tropicais e subtropicais do mundo, inclusive no Brasil
(Figura 1). As epidemias geralmente ocorrem no verdo, durante ou imediatamente
apos periodos chuvosos (BRASIL, 2002).

A dengue classica se inicia de maneira subita e pode ocorrer febre alta, dor
de cabeca, dor atras dos olhos, dores nas costas. As vezes aparecem manchas
vermelhas no corpo. A febre dura cerca de cinco dias com melhora progressiva dos
sintomas em 10 dias. Em alguns poucos pacientes podem ocorrer hemorragias
discretas na boca, na urina ou no nariz. Raramente ha complica¢gfes. Assim, como a
febre amarela, ndo existe tratamento especifico, apenas tratamentos que aliviam os
sintomas. Deve-se ingerir muito liquido. Os sintomas podem ser tratados com
dipirona ou paracetamol. Ndo devem ser usados medicamentos a base de acido
acetilsalicilico e anti-inflamatérios, como aspirina e AAS, pois podem aumentar o
risco de hemorragias (BRASIL, 2002).



15

Dengue, 2007

- e ST =R = e aa
Erla s ] e P

ol s BT . &,
;ﬁﬁz N A e g

January isatherm

(,- [ ] Geagraphical extension of dengue, 2000-2007 r"/&V
n
“c!."-b [ Risk of dengue transmission
——— Lines demarcate the area where the vector for dengue exists Souren: SN0, SO0E. N THE Mo

Figura 1 - Mapa das regides com risco de transmissédo da dengue no mundo. (BRASIL, 2013a)

A Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude registrou até 16
de Fevereiro de 2013, um total de 204.650 casos notificados de dengue no pais,
sendo confirmados 33 6bitos dos 324 casos graves. No mesmo periodo em 2012,
foram notificados 70.489 casos confirmados, equivalendo a um aumento de 190%
(BRASIL, 2013b).

Dentre todas as regifes do Brasil, as regides Centro-Oeste (80.976 casos) e
Sudeste (80.876 casos) lideram em numero de notificacbes em 2013. Este mesmo
estudo revela que os estados com maior incidéncia sdo Mato Grosso do Sul, Goias,
Acre, Mato Grosso, Tocantins, Espirito Santo, Rond6nia e Minas Gerais. O Estado
do Mato Grosso do Sul teve o maior percentual de aumento de casos notificados do

pais, chegando a um alarmante aumento de 4757%, entre 2012 e 2013 (

Tabela 1).
A Secretaria de Estado de Saude de Mato Grosso do Sul divulgou um

levantamento dos dados de dengue do ano de 2013, da semana 46 (10/11/2013 a
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16/11/2013), o qual mostrou que as notificacdes de casos de dengue somam
100.844, sendo que Campo Grande teve um maior numero de registros de
notificagdes neste periodo (MATO GROSSO DO SUL, 2013).

Tabela 1 - Comparativo de casos de dengue notificados entre 2012 e 2013 no Brasil (BRASIL,
2013b).

INCIDENCIA (n° de casos PERCENTUAL

UF CASOS NOTIFICADOS por 100 mil habitantes) DE AUMENTO
2012 2013 2012 2013
Norte 11.446 18.435 70 112,8 61%
RO 514 3.711 32,3 2334 622%
AC 688 3.116 90,7 410,7 353%
AM 1.883 4.866 52,4 135,5 158%
RR 218 155 46,4 33 -29%
PA 4.819 1.985 61,6 254 -59%
AP 78 181 11,2 25,9 132%
TO 3.46 4.421 229 311,8 36%
Nordeste 24.574 11.943 45,6 22,2 -51%
MA 1.128 313 16,8 4,7 -12%
Pl 1.154 346 36,5 10,9 -70%
CE 3.481 1.711 40,4 19,9 -51%
RN 2.310 955 71,6 29,6 -59%
PB 244 522 6,4 13,7 114%
PE 6.837 476 76,6 53 -93%
AL 2.316 378 73,2 11,9 -84%
SE 835 199 39,6 9,4 -76%
BA 6.269 7.043 44,2 49,7 12%
Sudeste 25.062 80.876 30,7 99,2 223%
MG 3.755 35.334 18,9 178 841%
ES 1.445 9.013 40,4 251,9 524%
RJ 16.398 14.838 101 914 -10%
SP 3.464 21.691 8,3 51,8 526%
Sul 423 12.420 1,5 44,8 2836%
PR 361 12.040 3,4 113,8 3235%
SC 30 172 0,5 2,7 473%
RS 32 208 0,3 1,9 550%
Centro-Oeste 8.984 80.976 62,3 561,4 801%
MS 865 42.015 34,5 1677,2 4757%
MT 3.791 10.765 121,7 345,5 184%
GO 4.080 27.376 66,3 444,8 571%
DF 248 820 9,4 31 231%

Total 70.489 204.650 36,3 105,5 190%
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1.2 Aedes aegypti

O Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) possui origem africana e foi introduzido
nas Américas durante sua colonizacdo (FUNASA, 2001). O mosquito, ao longo do
tempo, desenvolveu uma trajetéria evolutiva compartilhando os mesmos ambientes
e horarios de atividade com os humanos, levando-o a um comportamento
estritamente sinantropico e antropofilico, sendo reconhecido entre os culicideos
como a espécie mais associada ao homem (NATAL, 2002).

Este inseto hematdfogo de clima tropical e subtropical possui uma coloragao
preta, com listras e manchas brancas, adaptado ao ambiente urbano (TAVEIRA et
al., 2001). Sdo holometédbolos e seu desenvolvimento pode ser dividido em fase
aquatica e aérea, passando pelo estagio de ovo, larva (quatro instares), pupa e

adulto (Figura 2).

bm e

Fémea Macho

Figura 2 - Ae. aegypti : (A) Ovos; (B) Larvas de 4° instar; (C) Pupas; (D) Adultos.
(Fonte: Daniele Sasaki)
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As larvas de Ae. aegypti saem dos ovos e vivem na agua por
aproximadamente uma semana, ja no estagio de pupa estes permanecem por 1 ou 2
dias e ap0s este periodo surge o mosquito adulto, podendo viver de 1 a 2 meses
Figura 3) (NEVES et al., 2005).

Figura 3 - Ciclo de vida de Ae. aegypti. (Fonte: Dominio publico)

Os ovos de Ae. aegypti medem aproximadamente 0,4 mm de comprimento e
possuem uma capacidade de resistir ao ressecamento por grandes periodos,
podendo chegar a 450 dias (I0OC, 2013) (Figura 4). As fémeas deste mosquito
garantem a dispersdo e a preservacdo dos ovos distribuindo-os em diversos
criadouros, cada uma pode dar origem a 1500 mosquitos durante sua vida.

Esta condicao dificulta a erradicacdo do mosquito, pois permite que estes
sejam transportados a grandes distancias em recipientes secos, tornando-se assim
o principal meio de disperséo do inseto (FUNASA, 2001).

A transmissdo do virus pelas fémeas do mosquito pode ocorrer de duas
maneiras: transmissdo horizontal, entre mosquito-vetor e hospedeiros humano,
sendo este o principal mecanismo para a manutencdo do virus em areas urbanas; e,
mais raramente, por transmissdo vertical, atravées da via transovariana, 0 que
significa que, se a fémea estiver infectada pelo virus, quando realizar a postura de
ovos, as larvas podem nascer com o virus. Estes mecanismos sado particularmente

importantes para a manutengdo do virus, uma vez que 0S 0ovos de mosquitos sao
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capazes de sobreviver no meio ambiente, mesmo em condi¢cdes adversas durante
longos periodos (JOSHI et al., 2002; LEE & ROHANI, 2005).

Por estas razodes, além dos adultos dos mosquitos, é importante atingir a
forma larval do mosquito para garantir o controle da transmissdo de doencas
endémicas (COELHO, 2012).

Figura 4 - Ovos de Ae. aegypti. (A) Fémea de Ae. aegypti depositando ovos que possuem coloragéo
branca logo ap6s a postura. (B) Ovos de Ae. aegypti. Algum tempo apds a postura adquire a
coloragédo escura devido ao contato com o oxigénio. (Fonte: Genilton Vieira/IOC).

1.3 Uso de Inseticida

A melhor forma de erradicar as doencas transmitidas pelo o Ae. aegypti é
interferir no seu ciclo de reproducédo. As medidas de controle sdo programas
destinados ao combate do mosquito-vetor mediante a vistoria nos imoveis,
conscientizacdo da comunidade e aplicacdo de inseticidas. Este ultimo vem
apresentando baixa eficacia e altos custos.

O uso frequente de inseticidas, tanto na agricultura e agropecuaria, como na

area de Saude Publica tem provocado o desenvolvimento de populacdes resistentes
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a estes compostos, comprometendo assim o controle do vetor (TEIXEIRA et al.,
1999; BARBOSA et al., 2002; TAUIL, 2002; PENNA, 2003).

Os inseticidas quimicos podem ser de origem organica ou inorganica. Os
compostos organicos atuam no sistema nervoso central dos insetos e séo
classificados em quatro grupos: organoclorados, destacando-se o dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT), organofosforados, carbamatos e piretréides (BRAGA & VALLE,
2007).

Segundo Brogdon & McAliister (1998), a resisténcia tem sido detectada para
todas as classes de inseticidas afetando diretamente a re-emergéncia das doencas
transmitidas por vetores. Dessa forma, uma nova alternativa para utilizacdo de
inseticidas convencionais necessita ser desenvolvida; destacando-se assim, a

utilizacdo de inibidores de enzimas digestivas vegetais.

1.4 Inibidores de Proteinase

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa que lhe dao protecdo ao
serem atacadas por herbivoros e/ou patégenos, podendo ocorrer constitutivamente
ou, apos uma inducdo. Dentre os compostos envolvidos nestes mecanismos de
defesas de plantas estdo as proteinas inseticidas como as lectinas, proteinas
inativadoras de ribossomos (RIP), canatoxinas, inibidores de a- amilase e inibidores
de enzimas proteoliticas (CARLINI & GROSSI DE SA, 2002).

Os inibidores de proteinases (IPs) vegetais séo peptideos ou proteinas, cuja
massa molecular varia de 10 a 90 kDa. S&o encontrados em sementes e tubérculos,
geralmente, nas familias de leguminosas, gramineas e solanaceas, estas possuem
um alto percentual de proteinas totais (OLIVA et al.,, 1988; RICHARDSON, 1991;
XAVIER-FILHO, 1992). Estes sao capazes de interagir especificamente e
reversivelmente com diferentes enzimas proteoliticas, isto €, enzimas que rompem
as ligacBes peptidicas entre as proteinas; inibindo-as competitivamente
(RICHARDSON, 1991; BODE & HUBER, 1992). Sao consideradas moléculas
extremamente estaveis, resistentes a variagbes de pH, ao calor e a proteodlise por
proteinases. Sendo que essa estabilidade pode ser atribuida a presenca de pontes

dissulfeto e a outras interacdes nao covalentes (BIRK, 2003).
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Os IPs podem ser classificados em inibidores de serino, cisteino, aspartico e
metaloprotease, dependendo da composicdo de aminoacidos encontrados na regiao
molecular chamado sitio reativo, responsavel pela formac&o do complexo enzima-
inibidor. Esta diferenca de composicdo de aminoacidos determina a especificidade
de um inibidor para uma determinada classe de enzimas (RICHARDSON, 1977;
MACEDO et al., 2007).

O inseto, ao ingerir uma dieta artificial contendo IPs especificos para a
principal classe de proteases de seus intestinos, podera ter seu crescimento e
desenvolvimento retardados, interferindo assim na sua sobrevivéncia (FRANCO et
al., 1999).

Dentre as serino-proteinases, destacam-se as tripsinas e quimotripsinas, que
sdo importantes enzimas digestivas presentes praticamente em todos 0os organismos
vivos (GEOFFROY et al.,, 1990). Nos insetos, as tripsinas e quimiotripsinas sao
responsaveis por cerca de 95% da protedlise (JOHNSTON et al., 1995), como
mostram estudos realizados com a presenca dessas enzimas digestivas em insetos
das ordens Lepidoptera, como em Spodoptera frugiperda (TERRA & FERREIRA,
1994) e Diptera, como em Ceratitis capitata (GOMES et al., 2005), Mayetiola
destructor (SHUKLE et al., 1985) e Stomoxys calcitrana (HOUSEMAN et al., 1987).
Neste sentido, Haq et al. (2004) chamam a atencé&o para o fato de que para se obter
sucesso no uso de IPs como inseticida, deve-se conhecer o perfil digestivo do
inseto-alvo, garantindo assim estratégias eficazes para que se dificulte o

aparecimento de resisténcia.

1.5 Mecanismos de adaptacéao

Os IPs tém a capacidade de se ligar e de inibir a agdo de proteases digestivas
nos insetos, podendo interferir desta maneira em seu crescimento e
desenvolvimento. Entretanto, em resposta a esta acdo, os insetos desenvolveram
mecanismo para sobrepujar esses efeitos negativos. Até o presente momento foram
identificados trés mecanismos.

O primeiro mecanismo consiste em um aumento da expressdo da enzima

inibida, ap6s a ingestdo do inibidor. Broadway & Duffey (1986) observaram que,
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apos uma ingestao crénica do inibidor de tripsina de soja e inibidor de proteinase de
batata Il, as larvas de Spodoptera exigua e de Helicoverpa zea mostraram um
aumento na atividade proteolitica das enzimas digestivas. Resultados semelhantes
foram obtidos por Gatehouse et al. (1999) e Brito et al. (2001).

O segundo mecanismo utilizado pelos insetos, é a capacidade de sintetizar
enzimas insensiveis ou menos sensiveis aos inibidores. Bolter & Jongsma (1995)
observaram o efeito da ingestdo crbnica de folhas de batata em larvas de
Leptinotarsa decemlineata. Os resultados demonstraram que houve uma atividade
proteolitica reduzida em 42%, porém, um aumento da atividade triptica insensivel ao
inibidor de cerca de 2,5 vezes, quando comparadas aos insetos controle. Broadway
(1995) demonstrou que a exposicdo crbonica dos insetos aos inibidores de
proteinases promove a producdo de enzimas digestivas parcialmente resistentes. O
mecanismo regulatorio responsavel pela secrecdo de diferentes enzimas nédo é
conhecido, e pode ser um conjunto de fatores indutores, cada um responséavel pela
producdo de uma enzima ou um grupo de enzimas.

O terceiro mecanismo de defesa consiste na degradagcdo do inibidor no
intestino dos insetos através das proprias enzimas digestivas do inseto-alvo. Giri et
al. (1998) observaram que Helicoperva armigera, além de ser capaz de produzir
enzimas insensiveis ao inibidor, sintetizou proteinases capazes de degradar os
inibidores de sementes de Cicer arietinum. Michaud (1997) mostrou também a

degradacéo proteolitica de orizacistatina Il por proteinases de Otiorynchus sulcatus.

1.6 Enzimas digestivas de Ae. aegypti

As enzimas digestivas identificadas em Ae. aegypti sdo tripsina,
guimotripsina, aminopeptidases e carboxipeptidases (YANG & DAVIES, 1971a;
ISOE et al., 2009; SOARES et al., 2011). Os mosquitos possuem um complexo ciclo
de vida e com multiplos estagios de desenvolvimento. As tripsinas e quimotripsinas
sdo as principais enzimas responsaveis pela digestdo e estdo presentes em todos
0s estagios de desenvolvimento do mosquito. Estas enzimas sdo bastante ativas na
fase larval, sendo a tripsina mais abundante que a quimotripsina (BOROVKY &
MEOLA, 2004).
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Ja no estagio entre larva-pupa, ha uma diminuicdo na atividade quimotriptica.
Yang & Davies (1971a) relataram uma queda na atividade enzimatica do intestino
medio nesta fase, observando um aumento da atividade quimotriptica nas excretas
de Ae. aegypti (YANG & DAVIES, 1971b).

ApOs esta queda nas atividades proteoliticas, no estagio pupa-adulto, as
fémeas do mosquito volta a expressar dois tipos de tripsina, a inicial (early trypsin —
AaET, GenBank acesso n® X64362) e tardia, (late trypsin — AaLT, GenBAnck acesso
n°® M77814), principais responsaveis pela digestdo de sangue (BOROVSKY, 1995;
YANG & DAVIES, 1971a). A sintese das AaET atinge seu pico apés 4-6 horas apds
a refeicdo sanguinea e, a AaLT apds 8-36 horas 4pos a ingestdo de sangue
(NORIEGA & WELLS, 1999).

O sequenciamento do genoma do Ae. aegypti demonstrou ser composto por
1,376 bilhdes de pares de bases, sendo cinco vezes maior que 0 genoma de
Anopheles gambiae, mosquito da malaria (NENE et al., 2007). Venancio et al. (2009)
identificaram 66 genes putativos de tripsina em larvas e adultos de Ae. aegypti.
Somente cinco serino-proteinases sao expressas no intestino médio de fémeas
adultas de Ae. aegypti, trés tripsinas e duas quimotripsina (NORIEGA et al., 1996).
Brackney et al. (2010), descreveram a clonagem, sequenciamento e perfil de

expressdo de sete serino-proteases adicionais, também em fémeas adultas de Ae.

aegypti.

1.7 Adenanthera pavonina

Pertencente a familia das Fabaceae (Mimosoideae), Adenanthera pavonina, é
conhecida popularmente como olho de pavéo, olho de drag&o e carolina. E originaria
da Asia tropical e esta presente no Brasil, nas regides Centro-Oeste, Nordeste, Sul e
Sudeste. E uma espécie pioneira com crescimento rapido, possui uma madeira
marrom-avermelhada, pesada e compacta. Sua arvore pode atingir 15 a 20 metros
de altura e produz vagens estreitas, achatadas e espiraladas quando se abrem
(Figura 5A e B). Sua semente é de cor vermelha e sdo usadas como ornamento

decorativo (Figura 5C). Possui flores pequenas de cor amarela com pontos marrons
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7

(Figura 5D). Esta espécie é comumente utilizada para ornamentos, arborizacao,

sombreamento, artesanato e fitoterapicos.

Figura 5- Adenanthera pavonina: (A) Arvore, (B) Fruto com semente, (C) Sementes, (D) Folhas e
flores (Fonte: Dominio publico).

O inibidor de proteinase de A. pavonina (ApTl), isolado a partir de sementes
da arvore de Carolina, tem o peso molecular de aproximadamente 21 kDa, possui
duas cadeias de polipeptidio ligados entre si por uma ponte de dissulfeto (MIGLIOLO
et al., 2010).

Este inibidor foi purificado pela primeira vez por Pranhu & Pattabiraman
(1980). Estudos demonstraram que as sementes de A. pavonina continham um alto
nivel de inibidor de proteinase, 3-16 vezes maior que de Glycine max (soja)
(RICHARDSON et al., 1986).
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A sequéncia completa de aminoacidos do principal inibidor de tripsina de A.
pavonina apresentou um percentual de 36% e 37% de identificagdo com o inibidor
de tripsina do tipo Kunitz de G. max e com o inibidor da quimotripsina da
Psophocarpus tetragonolobus, respectivamente (RICHARDSON et al., 1986)

Além disso, o inibidor de proteinases de A. pavonina demonstrou uma
gualidade rara dos IPs: uma forte atividade inibitoria ndo-competitiva contra tripsina
e moderada contra papaina (Figura 6), ou seja, o ApTI tem a habilidade de se ligar
com proteinases de classes diferentes, serino (tripsina e quimotripsina) e cisteino
(papaina) (MACEDO et al., 2004; MIGLIOLO et al., 2010).

Adicionalmente, ApTl demonstrou ter efeito téxico no desenvolvimento de
coledpteros (Callosobruchus maculatus) (MACEDO et al., 2004) e lepidopteros
(Anagasta kuehniella e Diatraea saccharalis) (MACEDO et al., 2010; SILVA et al.,
2012).

Figura 6 - Visualizacdo da interacdo enzima-inibidor do complexo ternério formado por tripsina (azul),
papaina (verde) e o inibidor de proteinase de A. pavonina (amarelo) (MIGLIOLO et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

Compreender o efeito de um inibidor de proteinase de sementes de Adenanthera
pavonina sobre o desenvolvimento larval de Aedes aegypti e 0s possiveis
mecanismos de adaptacao que garantem a implementacdo bem sucedida de novos

inibidores de proteases como bioinseticida.

a. Avaliar a atividade inseticida,;

b. Verificar o efeito do ApTI na sobrevivéncia e peso das larvas de Ae. aegypti
apos exposicao crbénica e aguda ao inibidor;

c. Analisar alteragcfes nos padrdes de atividade proteolitica das enzimas frente a
exposicdo crbnica e aguda ao ApTl em diferentes estagios de
desenvolvimento do inseto;

d. Analisar efeito do inibidor nos parametros histologicos do inseto;

e. Avaliar o efeito da exposicdo crbnica e aguda do inibidor com intuito de

elucidar uma possivel resposta do inseto.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Comisséo de Etica no Uso de Animais

Todos os procedimentos e condi¢des no uso de animais estdo de acordo com
a legislacdo vigente sobre o uso de animais e dos preceitos éticos (Protocolo
CEUA/UFMS n° 415/2012) (ANEXO A).

3.2 Material Vegetal

As sementes de A. pavonina (Fabaceae) foram obtidas do banco de
sementes do Laboratorio de Purificagdo de Proteina e suas Funcbes Biologicas
(LPPFB), UFMS, Campo Grande, MS, Brasil.

3.3 Inseto

Os ovos de Aedes aegypti utilizados neste estudo foram fornecidos da colonia
mantida pelo Prof. Dr. Antbnio Pancracio de Souza (Departamento de
Morfofisiologia, CCBS, UFMS, Campo Grande, MS, Brasil).

Os insetos adultos foram mantidos em gaiolas vedadas para a obtencao de
novos ovos. Para a alimentac&o dos adultos foi oferecido mel a 10%, como fonte de
carboidrato. Ja para as fémeas adultas foi fornecido, duas vezes por semana,
hamsters para o repasto sanguineo.

Os hamsters foram anestesiados previamente com 0,70 mg/kg de solugcao de
Pentobarbital sodico a 10%, via intraperitoneal e colocados dentro da gaiola com os
Ae. aegypti, por aproximadamente 30 minutos. Esses animais foram criados no
biotério da UFMS e fornecidos ao proponente durante o ano. Durante o0 uso, 0s

hamsters foram mantidos individualmente em mini-isoladores (Modelo
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ALE.MIL.01.03 - Alesco®) em ambiente controlado com temperatura de 22 = 2 °C,
umidade entre 55%, iluminacdo artificial com fotoperiodo de 12 h. Receberam agua
fresca e dieta comercial (Nuvital®) a vontade. A limpeza das gaiolas foi feita uma
vez por semana ou quando necessario. Cada animal foi utilizado para o repasto
sanguineo uma vez a cada trés semanas, sendo este um periodo de descanso
aconselhado. Ap6s a anestesia, o animal era colocado em sua gaiola para a
recuperacdo com agua e racao em abundéancia, eram observados até que seus
sinais vitais ficarem estaveis.

Os ovos de Ae. aegypti foram eclodidos em agua declorada. As larvas foram
mantidas a uma temperatura de 25-28 °C, com umidade relativa de 80% e ciclo de
12:12 h (claro/escuro); racdo para gato (Whiskas®) foi oferecida como fonte de
alimento (PEREZ et al., 2004). Larvas de todos os instares (LI, LIl, LIII, LIV) foram

separadas para uso nos bioensaios.

3.4 Obtencéo do Extrato Bruto

As sementes de A. pavonina, livres de tegumento, foram trituradas em um
moinho elétrico até a obtengcdo de uma farinha fina. Em seguida, foi feito uma
delipidacdo com hexano, para a retirada de lipideos. A extracdo do extrato bruto
ocorreu com tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,6 (1:10, p/v), sob agitacdo constante
durante 2 h a 4 °C. O extrato bruto foi centrifugado durante 30 min. a10 000 xge o

sobrenadante foi recolhido dialisado e liofilizado.

3.5 Purificacao do Inibidor de Adenanthera pavonina

O inibidor de tripsina de A. pavonina foi purificado, de acordo com Macedo et
al. (2004), com algumas modificacdes. O extrato bruto liofilizado foi dissolvido em
tampao fosfato 0,1 M, pH 7,6, contendo NaCl 0,1 M e aplicado a uma coluna
Sephadex G-75 (2,9 x 50 cm) equiliborada com o mesmo tampé&o. Foram coletadas

fracbes de 3 mL por tubo, em um fluxo de 40 mL/h. O perfil cromatografico foi
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determinado acompanhando-se a absorbancia num comprimento de onda de 280
nm. Um dnico pico de atividade anti-triptica obtido foi recolhido, dialisado e

liofilizado. Subsequentemente, armazenado a -20 °C, para posterior uso.

3.6 Estabilidade de ApTI

Para determinar a estabilidade da atividade inibitéria do ApTI durante os
bioensaios, uma solucédo de inibidor (ApTl em agua destilada) foi mantida a 27 + 2
°C durante diferentes tempos (0, 12, 24, 48, 72 e 96 h). As amostras foram
congeladas e armazenadas para uso posterior. Para medir a atividade proteolitica
residual (ERLANGER et al., 1961), as amostras de inibidor foram pré-incubadas com
uma solucéo de tripsina bovina e tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, a 37 °C durante
15 min. Em seguida, foi adicionado 200 pL de substrato BAPNA durante 30 min a 37
°C. A absorbancia resultante foi lida a 405 nm. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata e os resultados sdo a média dos ensaios.

3.7 Quantificagdo de Proteinas

As dosagens de proteinas foram realizadas segundo método de Bradford

(1976). BSA foi utilizado como proteina padréo (1 mg/mL).

3.8 Efeito Crdénico e Agudo de ApTIl no Desenvolvimento Larval de Ae aegypti

Em todos os ensaios biolégicos realizados, o efeito de ApTlI no
desenvolvimento de Ae. aegypti foram avaliados colocando-se 25 larvas em copos
de plastico descartaveis contendo 20 mL de agua destilada, com ou sem ApTI, a

uma temperatura de 25-28 °C, com umidade relativa de 80% e ciclo de 12:12 h
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(claro/escuro). Rac&o para gato (Whiskas®) foi oferecida as larvas (PEREZ et al.,
2004). O tempo de incubacéao foi ajustado para cada experimento.

Os parametros medidos para avaliar o desenvolvimento das larvas foram
sobrevivéncia e peso, monitorados ao longo de todo ensaio biolégico a cada 24 h.
Larvas mantidas em agua destilada foram usadas como controle. Para analisar a
sobrevivéncia, as larvas foram consideradas mortas quando, ao toque, né&o
houvesse movimento ou ficassem moribundas, conforme descrito no relatério de
técnicas da Organizagcdo Mundial da Saude (WHO, 1981).

Para analisar o peso das larvas, lotes de larvas foram recolhidos e colocados
em uma rede fina e, cuidadosamente, secos com papel de filtro. O peso médio
calculado foi dividido o peso total pelo niumero de individuos por lote. Todos os
experimentos foram realizados em triplicatas.

Em um primeiro momento, para observar a atividade biolégica de ApTI em Ae.
aegypti, larvas LI foram expostas a varias concentracdes do inibidor (0,06, 0,12,
0,25, 0,5 e 1 mg/mL) durante 96 h. A partir deste bioensaio, foi feita uma anélise
para obter a curva de dose-resposta da ingestdo cronica de ApTl em Ae. aegypti. A
concentracdo letal correspondeu a dose de ApTI que reduziu o nimero de insetos
em 50% (CLsp), quando comparado com o controle.

Uma vez que a CLso de ApTI foi determinada, um ensaio com Ae. aegypti (LI),
cronicamente exposto a uma solugcéao de ApT]I foi feito durante 96 h, a fim de avaliar
0 peso, sobrevivéncia e o perfil das enzimas digestivas. As fontes de enzimas foram
recolhidas a partir de larvas incubadas durante 72 h e 96 h e, foram imediatamente
congeladas para uso posterior. Com a mesma dose (CLsp), outro ensaio biolégico foi
realizado para investigar os parametros bioldgicos, tais como a duragcédo do periodo
larval e de pupa, a emergéncia de adultos, sobrevivéncia, viabilidade e malformacao,
controle e larvas alimentadas, foram observados por 240 h, a cada 24 h.

Para o bioensaio de exposi¢cdo aguda, todos os instares da larva (LI, LII, LIl e
LIV), previamente mantidas em agua foram expostas a solugcdo de ApTI (CLso)
durante 24 h. Cada grupo foi comparado com o respetivo grupo de controle. A
sobrevivéncia e o peso das larvas foram determinados como descrito acima. Cada
grupo de tratamento foi dissecado e os homogenatos de enzimas digestivas foram
usados para 0s ensaios enzimaticos e eletroforese.

Em segundo bioensaio de exposicdo aguda, larvas de 4° instar foram

introduzidas em copos de plastico descartaveis contendo agua destilada, com e sem
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solugcdo ApTI (CLsp), durante 12 h. Apés este tempo de exposicdo, metade das
larvas em ambos os tratamentos foram dissecados e armazenados a -20 °C até a
sua utilizagdo posterior. A outra metade das larvas foi colocada em agua destilada
por mais 12 h. As larvas de 4° instar dos grupos controle e alimentado foram

dissecadas e utilizadas nos ensaios enzimaticos e eletroforese.

3.9 Obtencéo de Enzimas do Intestino Médio

Larvas de Ae. aegypti foram coletadas e imobilizadas com gelo para a
disseccdo. O intestino médio (Figura 7) de cada larva foi removido com auxilio de
pincas e imediatamente macerado em tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, contendo 0,02
M de CaCl, 0,1 M e NaCl 0,15 M (5 mL/ larva). Os homogenatos foram centrifugados
a 10 000 x g, a 4 °C, durante 20 min. Os sobrenadantes foram armazenados a -20

°C e usados posteriormente como fonte de enzimas.

Alimento

Figura 7 - Morfologia da larva de Ae. aegypti: 1- faringe; 2- esdfago; 3- proventriculo; 4- glandula
salivar; 5- cecos gastricos; 6- estbmago ou intestino médio; 7- tubos de Malpighi; 8- ileo/célon; 9- reto;
10- anus.
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3.10 Ensaios de Atividade Enzimatica

As amostras de enzimas digestivas do intestino médio de larvas de Ae.
aegpyti foram testadas usando os substratos sintéticos cromogénicos: BAPNA
(ERLANGER et al., 1961) para tripsina e, SAAPFpNA (DELMAR et al., 1979) para
guimotripsina. As amostras de enzimas (2-5 ug de proteina) foram pré-incubados
com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, durante 15 min. a 37 °C.

Para o ensaio de atividade do tipo tripsina, 200 uL de BAPNA 1 mM diluido
em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 foi adicionado a amostras pré-incubadas e o
ensaio foi realizado durante mais 30 min. a 37 °C. Para o ensaio da atividade do tipo
quimotripsina, 20 pL de solugdo de SAAPFpNA (100 mM SAAPFpNA estoque
diluido em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0) foi adicionado, completando um volume
final de 120 pL. O ensaio foi entdo incubado durante 5 min. a 37 °C. Em ambos o0s
ensaios, a libertacdo do croméforo p- foi monitorada através da variacdo da
absorbéncia a 405 nm. Todas as incubacOes foram realizadas em triplicatas e 0s
controles apropriados foram feitos.

Para a avaliacdo da sensibilidade das proteases do intestino médio frente a
inibicdo por ApTl, uma curva de inibicdo foi realizada com o aumento gradual das
concentracdes de ApTI (0-0,2 pg). A capacidade de ApTI para inibir as atividades do
tipo quimotripsina e tripsina a partir de extratos de larvas de controle e alimentado
com ApTI-CLsp (2 pg) foi medida pela atividade enzimética residual, tal como
descrito acima. Os ensaios foram feitos em triplicatas com os devidos controles e
brancos.

Para a avaliacdo das enzimas do tipo papaina, foi utilizando uma solucéo de
azocaseina 1% (ZHAO et al., 1996). Aliquotas de 30 pL do extrato intestinal foram
incubados com 40 uL de uma solugao de ativacdo contendo EDTA 0,02 M e cisteina
0,05 M, pH 8,0, e 40 pL de tampé&o 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, durante 10 min. a 45 °C.
Em seguida, 390 pL de tampéo de Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, foram adicionado e
incubado por mais 10 min. A reacdao foi iniciada pela adicado de 200 pL de solucao de
azocaseina 1%. Apos 10 min., a reacéo foi interrompida pela adicdo de 300 pL de
TCA 10%. As amostras foram centrifugadas e 800 pL de cada sobrenadante foi
alcalinizada com 800 puL de NaOH 0,1 N. A absorbancia resultante foi detectada a

440 nm e a atividade de protease foi expressa em absorbancia/min.
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3.11 Atividade Proteolitica do Extrato Enzimatico do Intestino Médio em Gel de

Eletroforese

Para a analise zimogréfica das proteinas, o extrato do intestino médio de
larvas dos grupos controle e alimentado com ApTI-CLsg foi incubado durante 30 min.,
a 37 °C, com um dos seguintes inibidores de protease: TLCK (100 mM), inibidor de
tripsina diluida em agua; TPCK (100 mM), inibidor de quimotripsina diluido em 0,1%
de DMSO, e PSMF (250 mM), inibidor de proteases do tipo serino/cisteino diluido
em isopropanol. Estas amostras (5 ug de proteina) foram preparadas em um tampao
ndo redutor e ndo-desnaturante, sem a adicdo de SDS, que mantém a estrutura
secundéria da proteina e densidade da carga nativa. Em seguida, foram separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida nativo 10%, como descrito por Laemmli
(1970). As bandas de proteina foram detectadas com corante Coomassie Brilliant
Blue R-50. Bandas de atividade proteolitica aparecem como zonas claras contra um

fundo azul.

3.12 Digestéo in vitro de ApTI pelas Enzimas Digestivas de Ae. aegypti

A digestéo in vitro de ApTl por enzimas digestivas de inseto foi realizada
como descrito por Macedo et al. (2002). Os intestinos médio de larvas de 4° instar
(controle e alimentado com ApTI-CLso) foram dissecados e extraidos em tampdao Tris
(0,1 M Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, contendo CaCl, 0,02 M e NaCl 0,15 M). Estas
amostras foram incubadas com ApTl em tamp&o Tris-HCI, em uma proporcéo de
1:5. A digestéo foi realizada por 0, 1, 3, 6, 12, 24 e 48 horas a 37 °C e, foi parada
pela imersdo dos tubos em &agua fervente por 2 min., seguida de imediato
congelamento dos tubos a -20 °C. A degradacdo de BSA foi usada como um
controle positivo para analisar atividade proteolitica das amostras.

Posteriormente, a andlise das massas moleculares relativas aos produtos da
digestéo foi feita através de SDS-PAGE 12,5%, como descrito por Laemmli (1970).
As proteinas usadas como marcadores de peso molecular foram albumina (66 kDa),

ovalbumina (45 kDa), pepsina (34,7 kDa), tripsinogénio (24 kDa), B - lactoglobulina
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(18,4 kDa) e lisozima (14,3 kDa). Os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue R-250.

3.13 Microscopiade Luz

Para analisar os efeitos histomorfologicos de ApTl em larvas de Ae. aegpyti,
um bioensaio foi realizado utilizando uma solucédo de ApTI (CLsp) durante 96 h. As
larvas de 4° instar do controle e alimentado foram fixadas em formaldeido a 4%
durante 2 h a temperatura ambiente. As amostras foram preparadas como descrito
por Silva et al. (2008). SecOes de 3 pum de espessura foram obtidas utilizando um
micrétomo e corados com hematoxilina-eosina (HE). O material foi analisado com o

auxilio de um microscopio (Leica Biosystems®) e fotodocumentado.

3.14 Analise Estatistica

O efeito de ApTI sobre as atividades enzimaticas, peso e sobrevivéncia foi
examinado através da analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (ANOVA). A concentracdo letal necessaria
para matar 50% (CLsg) de larvas foi calculada pela analise Probit (FINNEY, 1947)
com intervalo de confianga de 95%, utilizando o software, StatPlus® 2009

(AnalystSoft, Vancouver, Canada).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito Croénico de ApTl no Desenvolvimento Larval de Ae aegypti

O efeito bioldgico do inibidor em larvas de Ae. aegypti cronicamente expostas
a varias concentracbes de ApTI (0,06 a 1 mg/mL) demonstrou ter efeito toxico
significativo em todas as concentracdes superiores a 0,06 mg/mL, como demonstra
Figura 8.

A taxa de sobrevivéncia das larvas do grupo alimentado diminuiu com o
aumento da concentracdo de ApTI (Figura 8A). Quando comparado o grupo controle
com o alimentado com ApTI 0,12 mg/mL foi observada uma diminui¢éo significativa
na sobrevivéncia apds 96 h de tratamento, de 93,08 + 5,01% para 69,22 + 10,88%,
respectivamente. No grupo ApTl 1 mg/mL foi observado 100% de mortalidade com
96 h de tratamento, enquanto o controle demonstrou atingir uma mortalidade de um
maximo de 10%.

A acdo do ApTl no desenvolvimento de Ae. aegypti demonstrou também
influenciar no peso das larvas em todas as concentragfes acima de 0,06 mg/mL
(Figura 8B). O peso larval aparentemente dobrou a cada 24 h. Depois de 48, 72 e 96
h de incubacgéo, os pesos de larvas foram 0,60 £ 0,09, 1,54 + 0,17 e 2,90 = 0,20 mg,
respectivamente, para o grupo controle e; 0,25 + 0,02, 0,50 + 0,08 e 1,05 = 0,36 mg,
respectivamente, para o grupo alimentado ApTI 0,25 mg/mL . Os resultados indicam
que a eficacia da atividade biologica de ApTI é concentragdo- e tempo-dependente .

IPs frequentemente tém efeitos deletérios sobre as larvas que o ingerem, tais
como o retardo no crescimento e desenvolvimento, aumento da mortalidade e
deformacdes graves (MACEDO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013; MACHADO et
al., 2013; SASAKI et al., 2013; JAMAL et al., 2013) . A forte ligacéo entre inibidores
com tripsina e outras proteases digestivas pode causar uma deplecdo de
aminoacidos essenciais, levando o inseto a fome e, consequentemente, a morte
(CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002; RYAN, 1990).
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Figura 8 - Efeito biolégico de ApTl em larvas de Ae. aegypti expostas cronicamente. (A) Taxa de
sobrevivéncia e (B) Peso larval. Larvas de 1° instar em copos de plastico descartaveis contendo agua
destilada, com ou sem, ApTI foram incubadas em diversas concentrac@es de ApTlI, durante 96 h . Os
dados foram coletados a cada 24 h. As médias dos tratamentos foram comparadas com o0s
respectivos controles e tempos. Letras diferentes indicam uma diferenga significativa entre os
tratamentos (ANOVA, p < 0,05).
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Ao investigar o efeito exposi¢cao cronica de ApTIl em larvas de Ae. aegypti em
uma concentracdo néo-letal, a dose-resposta calculada foi CLsp= 0,20 (0,16-0,25)
mg/mL, com 96 h de tratamento, analisada por Probit com 95% de limite de
confianga, utilizando o software StatPlus® 2009 (dados ndo mostrados).

Uma das abordagens para diminuir a populagcdo de mosquitos constitui na
interrupcdo do ciclo de vida do mosquito em sua fase larval (HEMINGWAY &
KARUNARATNE, 1998). Por isso compostos vegetais ou extratos vegetais tornaram-
se meios atraentes para combater os mosquitos. Seus efeitos nocivos relativamente
baixos quando comparados os inseticidas quimicos, ou ausentes, sobre organismos
nao-alvo e sobre o ambiente, impulsionaram varios estudos, os quais relataram
atividade larvicida de extratos e Oleos de diferentes partes das plantas (casca da
raiz, madeira de raiz, folhas e sementes) contra Ae. aegypti (LUNA et al., 2005;
MENDONCA et al.,, 2005; OMENA et al, 2007; KOVENDAN et al., 2012;
KOODALINGAM et al., 2013; KABIR et al., 2013). Dentre estes estudos, Omena et
al. (2007) demonstrou a atividade larvicida de extratos etanolicos de 84 plantas
brasileiras, sendo que onze demonstraram significante atividade contra as larvas de
Ae. aegypti (CL5p<100 pg/mL).

Apesar de varios estudos com extratos, ha apenas alguns com proteinas
vegetais purificadas envolvidas nos mecanismos de defesa, contendo diferentes
principios ativos, tais como as lectinas, proteinas inativadoras de ribossomos - RIPs,
inibidores de proteases, glicohidrolases, arcelinas, quitinases, canatoxina e formas
modificadas de proteinas de armazenamento. O efeito dessas proteinas em larvas
de Ae. aegypti foi demonstrado por Coelho et al. (2009) e Santos et al. (2012) com
lectina de sementes de Moringa oleifera, e por Napole&o et al. (2012) com lectina de
Myracrodruon urundeuva. Nunes et al. (2013), analisou o efeito de uma cisteino
proteinase, chamada de tegupain, purificado a partir de Carica papaya, assim como
Nuchsuk et al. (2012), que purificou RIP tipo 1, isolado de sementes de Jatropha
curcas. Recentemente, um inibidor de tripsina de flores de M. oleifera foi testado em
ovos de Ae. aegypti nas concentragdes entre 0,06-0,5 mg/mL, onde n&o demonstrou
afetar a eclosdo dos ovos e a sobrevivéncia das pupas. A mortalidade das larvas
neonatas de Ae. aegypti em presenca do inibidor foi de 0,3 mg/mL (CLso) (PONTUAL
et al., 2014).

O bioensaio com concentracdo nao-letal de ApTI (CLso= 0,2 mg/mL),

demonstrou que as larvas de Ae. aegypti cronicamente expostas tiveram uma
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diferenca significativa na taxa de sobrevivéncia apés 48, 72 e 96 h. No entanto, apds
24 h néo foi observada nenhuma diferenca significativa.

ApOs 96 horas, a sobrevivéncia das larvas do controle foi de 96%, enquanto a
das larvas alimentadas foi de 46%, corroborando os resultados de tempo-resposta
(Figura 9A). Pontual et al. (2014) observou, ap6s 72 h de tratamento de 0,2 mg/mL
de inibidor de tripsina de M. oleifera em ovos de Ae. aegypti, uma mortalidade de 25
*+1,5% nas larvas.

O efeito de ApTl demonstrou alterar significativamente o peso médio durante
o desenvolvimento larval. A Figura 9B mostra um decréscimo de 36,38% no peso de
Ae. aegypti quando comparado com o0s grupos controle e alimentado, apos

exposicao de 96 h (Insercéo: 1 e 2, respectivamente).
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Figura 9 - Efeito da exposi¢édo cronica de ApTl 0,2 mg/ mL em Ae. aegypti. (A) Taxa de sobrevivéncia
e (B) peso larval de Ae. aegypti exposto a concentracdo ndo-letal de ApTl (CLso= 0,2 mg/ mL) durante
96 h. Inser¢do: foto ilustrando a variacdo do tamanho das larvas com 96 horas de tratamento no
grupo controle (1) e no grupo alimentado (2). As barras mostram a média + DP. As médias dos
tratamentos foram comparadas com o0s respectivos controles. Letras diferentes indicam uma
diferenca significativa entre os tratamentos (ANOVA, p < 0,05).
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Adicionalmente, para compreender o comportamento do inibidor sob as
mesmas condicbes e tempo dos ensaios bioldgicos, a estabilidade da atividade
inibitéria de ApTI foi avaliada na presenca de BAPNA. O pico de atividade inibitoria
permaneceu com a média maxima de aproximadamente 100% nas primeiras 24 h,
apo6s este tempo a atividade residual diminuiu para 40%, como mostra a Figura 10. E
importante destacar que, embora a atividade inibitéria de ApTl ndo permaneca no
maximo de sua capacidade, os bioensaios demonstraram que o inibidor ainda
mantem a capacidade de afetar o peso e sobrevivéncia das larvas de Ae. aegypti.

Estudos anteriores mostraram uma atividade inibitéria dos IPs de sementes
de A. pavonina em diferentes insetos-praga, como Callosobruchus maculatus
(MACEDO et al.,, 2004), Anagasta kuehniella (MACEDO et al.,, 2010) e Diatraea
saccharalis (SILVA et al., 2012).

Os altos niveis de IPs contidos em sementes de A. pavonina séo 3-16 vezes
mais abundante nesta espécie do que em sementes de soja (RICHARDSON et al.,
1986). Além disso, por ApTI ser um inibidor ndo competitivo de tipo Kunitz, possui
uma alta capacidade de inibir enzimas do tipo tripsina e quimotripsina e, mais
moderadamente, enzimas do tipo papaina (MACEDO et al., 2004; MIGLIOLO et al.,
2010).
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Figura 10 - Estabilidade de ApTI. Atividade residual da solucao de inibidor (ApTl 0,2 mg/ ml em agua
destilada) a 27 + 2 °C em diferentes tempos. BAPNA foi usado como substrato. As barras mostram a
média + DP. Letras diferentes indicam uma diferenca significativa entre os tratamentos (ANOVA, p <
0,05).
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4.2 Anélise do Efeito de ApTl na Atividade Enzimatica do Intestino Médio de

Ae. aegypti

As atividades das enzimas digestivas do tipo tripsina (Figura 11A),
quimotripsina (Figura 11B) e papaina (Figura 11C) de larvas de Ae.aegypti expostas
cronicamente ao ApTIl (CLsg) foram medidas utilizando BAPNA, SAAPFpNA e
azocaseina como substrato, respectivamente.

Foi observada uma diminuicdo nas atividades da tripsina e da quimotripsina
do grupo alimentado quando comparado com o grupo controle. Apés 72 h e 96 h de
tratamento, houve um decréscimo de 39% e 44% na atividade triptica e, de 43% e
30% na atividade quimotriptica, respectivamente. Contudo, a atividade da papaina
demonstrou uma diminuic&o significativa somente apos 72 h de tratamento. Apos 96
h, n&o houve diferenca significativa observada entre o grupo controle e o alimentado.
Esses resultados sugerem que ApTI possui um efeito téxico sobre as larvas de Ae.
aegypti, demonstrando ser capaz de bloquear as enzimas envolvidas na digestao
deste inseto.

A reducdo na atividade triptica em larvas alimentadas com ApTI ja foi
observada em Diatraea saccharalis, onde foi relatada uma diminuicdo de 30% da
atividade em larvas alimentadas quando comparadas com o controle. Todavia, ndo
foi observada nenhuma alteragdo na atividade quimotriptica (SILVA et al., 2012).

Na literatura, apesar da vasta quantidade de estudos com Ae. aegypti, ha
poucos focados sobre as enzimas digestivas das larvas deste inseto, nesta aréa
destacam-se estudos sobre atividades de serino-proteases (tripsina, quimotripsina,
elastase e serino-colagenase) (YANG & DAVIES, 1971a; KUNZ, 1978; HORLER &
BRIEGEL, 1997; MESQUITA-RODRIGUES et al.,, 2011; SOARES et al.,, 2011) e,
atividade de cisteino protease (papaina) (NUNES et al., 2013). Estudos prévios
reportaram a sintese de tripsina e quimotripsina durante todo o desenvolvimento
larval em Ae. aegypti, seguido de um decréscimo na biossintese dessas enzimas

guando a larva esta préxima de empupar (YANG & DAVIES, 1971a).
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Figura 11 - Andlise das enzimas digestivas do intestino médio de larvas de Ae. aegypti expostas
cronicamente ao ApTI. Atividade enzimatica de (A) tripsina, (B) quimotripsina e (C) papaina. BAPNA,
SAAPFpNA e azocaseina foram utilizados como substrato, respectivamente. As barras mostram a
média £ DP. As médias dos tratamentos foram comparadas com 0s respectivos controles e entre si.
Letras diferentes indicam uma diferenca significativa entre os tratamentos (ANOVA, p < 0,05). (D)
Zimograma em eletroforese de gel de poliacrilamida nativo. Intestino médio de controle e larvas
alimentadas, expostos por 96 h em ApTI (ambos os grupos representados pela letra inicial no texto da
figura). As amostras de proteinas foram tratadas com inibidores de proteases, antes da corrida: TLCK
100 mM (inibidor de tripsina); TPCK 100 mM (inibidor de quimotripsina); PSMF 250 mM (serino /
cisteino proteases do inibidor). Atividade proteolitica aparece como uma zona clara contra um fundo
azul escuro. Os nimeros a esquerda indicam as proteases de bandas ativas.

Segundo o estudo de Borovsky & Meola (2004), no qual quantificaram a

sintese das enzimas do tipo tripsina e quimotripsina de larvas e pupas de Ae.
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aegypti em todos os estagios, a biossintese de tripsina em larvas persisti ao longo
de todos os estagios de desenvolvimento, atingindo um pico no 3° instar e um platd
entre o 3° instar e 0 estagio de pupa. Semelhante aos resultados de Borovsky &
Meola (2004), os dados encontrados neste trabalho, também demonstraram que néo
ha diferenca significativa entre o tratamento com 72 h e 96 h do grupo controle
(Figura 11A). Ja a sintese de quimotripsina atinge seu pico no 4° instar, seguido de
uma reducéo de aproximadamente duas vezes no estagio de pupa.

No zimograma visualiza-se o perfil proteolitico do extrato de intestino médio
de larvas expostas cronicamente ao ApTI por 96 h, dos grupos controle e
alimentado. As amostras foram tratadas com inibidores de protease antes da corrida
eletroforética: TLCK 100 mM (inibidor de tripsina), TPCK 100 mM (inibidor de
guimotripsina) e; PSMF 250 mM (serino / cisteino proteases do inibidor) (Figura
11D). A atividade proteolitica aparece como uma zona clara contra um fundo escuro.

Os padroes de atividade de protease resultaram no aparecimento de sete
proteases, tanto no controle quanto no alimentado. N&o foram observadas
diferencas no perfil do grupo controle e do alimentado. Quando os extratos
enzimaticos foram tratados com TLCK, trés bandas foram inibidas (proteinases 3, 4
e 7), o que sugere a presenca de trés proteases do tipo tripsina. O perfil proteolitico
do controle e das larvas alimentadas foram fracamente inibidas por TPCK. No
entanto, quando as amostras foram tratadas com PMSF, todas as bandas foram
aparentemente inibidas, demonstrando uma alta atividade de proteases do tipo
serino / cisteino nos homogenatos intestinais.

Mesquita-Rodrigues et al. (2011) observaram seis a oito bandas no perfil
enzimatico em larvas de Ae. aegypti, corroborando com o0s nossos dados. Neste
mesmo estudo, os autores também observaram o mesmo padrdo quando as
enzimas de Ae. aegypti foram incubadas com inibidores de protease: uma forte
inibicdo por TLCK e PMSF e fraca inibicdo por TPCK. Esta fraca inibicdo pode ser
explicado pelo fato de que a biossintese de quimotripsina € menor do que a de
tripsina, indicando que as enzimas do tipo tripsina s&o as principais enzimas
proteoliticas no intestino médio de larvas de Ae. aegypti (BOROVSKY & MEOLA,
2004).

Em outro estudo com larvas de Ae. aegypti, Kunz (1978) observou pelo

menos doze diferentes serino-proteases com atividade proteolitica em eletroforese,



44

sendo trés bandas provaveis isoenzimas do tipo tripsina purificadas com
cromatografia.

Além disso, uma analise transcripcional de enzimas do tipo tripsina presente
no intestino médio de larvas de Ae. aegypti foi realizada. As principais tripsinas
nativas presentes neste orgdo foram purificadas. As quais foram AAELO005607,
AELO006371, AAEL008097, AAEL005614 e AAELO05609 no genoma de Ae. aegypti,
representando 40%, 27,8%, 16,5%, 7,8% e 2,6%, respectivamente (SOARES et al.,
2011).

Por meio de uma técnica molecular, “phage display”, que seleciona proteinas
e peptideos com propriedades biolégicas especificas, utilizado em terapias
anticancer e em inibidores no tratamento de doencas neurodegenerativas. Soares et
al. (2012), utilizou esta técnica para selecionar os inibidores de enzimas digestivas
de larvas de 4° instar de Ae. aegypti. Os resultados obtidos demonstraram que 0s
inibidores seletivos foram o0s especificos para as enzimas do tipo tripsina,
guimotripsina e elastase.

E importante notar que neste estudo, foi utilizada eletroforese em gel de
poliacrilamida nativo, sem SDS, ou seja, as proteinas foram preparadas em tampéo
nado desnaturante e ndo redutor de amostra, o qual mantém as estruturas
secundarias das proteinas e densidade de carga nativa. Por conseguinte, a massa

molecular ndo pode ser avaliada, mas as isoformas podem ser claramente vistas.

4.3 Analise Efeito de ApTI na Aparéncia Morfologica das Fezes de Ae. aegypti

Para analisar a presenca da membrana peritréfica (MP) nas fezes, foram
analisados morfologicamente as fezes das larvas do grupo controle e alimentado (72
e 96 h) com auxilio de um microscépio estereoscopico (Erro! Fonte de referéncia
ndo encontrada.). Ndo foram observadas alteracGes na aparéncia morfolégica das
fezes entre os tratamentos, sendo considerado a forma de bastonetes bem
delineados, como aparéncia normal das fezes de Ae. aegypt.

A membrana peritréfica (MP) desempenha um papel importante na defesa e
protecdo do epitélio do intestino médio contra a invasao por virus, bactérias,

protozoéarios e helmintos (GUSMAO et al.,, 2002). Substancias quimicas toxicas
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ingeridas podem atravessar passivamente ou perturbar a estrutura da MP, afetando
negativamente o inseto. Gusmao et al. (2002) relataram as larvas de Ae. aegypti,
gue haviam ingerido extrato de Derris urucu (Leguminosae), excretaram fezes
amorfa, provavelmente devido a uma modificacdo estrutural da matriz peritrofica

causada pelo extrato aquoso e, associada também, a mortalidade das larvas.

Figura 12 - Fezes de larvas de Ae. aegypti. (A) Grupo controle e (B) Grupo alimentado com ApTI 0,2
mg/ mL durante 72 h de tratamento. (C) Grupo controle e (D) Grupo Alimentado com ApTI 0,2 mg/ mL
durante 96 h de tratamento (40X).



4.4 Digestéao in vitro de ApTI pelas Enzimas Digestivas de Ae. aegypti

Para garantir o sucesso do efeito inseticida, um inibidor deve ser resistente a
acao proteolitica das proteases do intestino médio do proprio inseto. Esta € uma das
estratégias do inseto para ultrapassar o efeito dos IPs (BRIOSCHI et al., 2007). Para
avaliar a suceptibilidade de ApTl a degradacdo pelas enzimas digestivas de Ae.
aegypti, uma digestdo in vitro de ApTI / BSA foi feita e visualizada por SDS -PAGE
(Figura 13).
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Figura 13 - SDS - PAGE da digestdo in vitro pelas proteases do intestino médio de larvas de Ae.
aegypti. Digestdo de BSA pelas enzimas digestivas do grupo (A) controle e (B) alimentado
cronicamente com ApTIl 0,2 mg/ mL durante 96 h. Digestao de ApTI pelas enzimas digestivas do
grupo (C) controle e (D) alimentado cronicamente com ApTI 0,2 mg/ mL durante 96 h. M - padrdes de
massa molecular; IM — intestino médio.
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ApTI foi incubado com homogenato de intestino médio de larvas expostas
durante 96 h. Como controle positivo, a degradacéao total de BSA pelo grupo controle
ocorreu dentro de 3 h (Figura 13A). Todavia, ndo foi observada a total degradacédo
do BSA quando digerido pelas proteases das larvas alimentadas, ap6és 0 mesmo
periodo de 3 h (Figura 13B). O BSA-padréo visualizado com uma banda e com peso
molecular de cerca de 66 kDa, ap6s 3 h, mostra trés bandas, como mostra a Figura
13B.

Assim, conclui-se que as proteinases das larvas do grupo alimentado ainda
possuem certa capacidade de clivar a proteina, sugerindo uma aparente dificuldade
em degradar o BSA. Quando incubado ApTI com as enzimas do intestino médio de
larvas do grupo controle (Figura 13C) e do grupo alimentado (Figura 13D), né&o
houve degradagao do inibidor até 48 h. Dessa forma, ApTI se mostra resistente a
protedlise das enzimas digestivas de larvas de Ae. aegypti ho tempo testado,

incluindo as enzimas previamente expostas ao inibidor.

4.5 Inibicdo da Atividade Proteolitica das Enzimas Digestivas de Ae. aegypti

por ApTlI

Para avaliar se as enzimas digestivas de Ae. aegypti continuam sensiveis ao
inibidor apds uma exposicao prévia ao ApTlI, as atividades proteoliticas das enzimas
do intestino médio das larvas do grupo controle e do alimentado foram medidos na
presenca de BAPNA e SAAPFpNA, como substrato (Figura 14). Foi observado que
ao aumentar as concentracdes de inibidor, diminui exponencialmente a atividade
triptica (Figura 14A) e quimotriptica (Figura 14B).

Como resposta a presenca de IPs, alguns insetos produzem novas proteases
insensiveis, a fim de sobrepujar os efeitos negativos do inibidor (JONGSMA et al.,
1996). Estudos anteriores com ApTI, demonstraram a mesma capacidade deste IPs
em continuar a inibir as atividades proteoliticas das enzimas digestivas das larvas de
Anagasta kuehniella e, de D. saccharalis, ambas ainda sensiveis a acado do inibidor
(MACEDO et al., 2010; SILVA et al., 2012).
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Figura 14 - Atividade proteolitica das enzimas do intestino médio de Ae. aegypti na presenca de ApTlI:
(A) Tripsina e (B) quimotripsina. BAPNA e SAAPFpNA foram usado como substrato. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
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4.6 Efeito Crénico de ApTl na Emergéncia de Pupas e Adultos de Ae. aegpyti

Os efeitos da exposicao crbénica de ApTIl 0,2 mg/mL contra o Ae. aegypti
foram monitorados através da determinacdo da sobrevivéncia de cada uma das
fases de desenvolvimento larval (Figura 15). O grupo controle apresentou uma alta
taxa de sobrevivéncia até 240 h, diminuindo para cerca de 80% ap6s 240 h, como
demonstrado na Figura 15A. Todavia, o grupo alimentado demonstrou uma reducao
na sobrevivéncia total de 35% apos 240 h (Figura 15B). Confirmando os dados
anteriores, a taxa de sobrevivéncia das larvas alimentadas foi de 52,5% em 96 h.

A primeira observacéo da formacao de pupa foi com 120 h no grupo controle,
e no grupo alimentado ocorreu apos 144 h de tratamento. O mesmo padréo ocorreu
em adultos, onde foi observado um atraso no surgimento de tratamentos de 24 h no
grupo alimentado, quando comparado com o controle. Ndo foram observadas
deformacBes morfolégicas em nenhum individuo. Esses dados sugerem que Ae.
aegypti pode sobreviver em presenca de ApTI nesta concentragcdo e completar com
sucesso 0 seu ciclo de vida. Porém, com um atraso para emergir como pupa e
consequentemente, como adulto.

Resultados semelhantes foram relatados no efeito da lectina de Moringa
oleifera no desenvolvimento de Ae. aegypti, onde foi observado que os extratos com
menor atividade hemaglutinante atrasavam o desenvolvimento larval, e agueles com
a maior atividade cessavam o0 seu desenvolvimento no 3° instar (COELHO et al.,
2009).

No estudo de Pontual et al. (2014), ap6és 72 h em contado com o inibidor de
tripsina de M. oleifera, as larvas de Ae. aegypti permaneceram no primeiro instar em
todas as concentracfes testadas no estudo. Porém, ndo demonstrou afetar a
sobrevivéncia das pupas, quando em contato com o inibidor em exposicdo aguda
(24 h).
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Figura 15 - Taxa de sobrevivéncia de larva, pupa e adulto de Ae. aegypti do grupo (A) Controle e (B)
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4.7 Efeito Agudo de ApTIl em Diferentes Instares das Larvas de Ae. aegypti

Larvas de Ae. aegypti em diferentes instares (LI, LII, LIl e LIV) mantidas
previamente em agua foram expostas a uma solucdo de ApTI (CLsp) durante 24 h.
Esta exposicdo aguda nédo teve influéncia sobre a sobrevivéncia das larvas em
qualquer instar (Figura 16A). No entanto, houve diferengas significativas no peso
larval, entre o controle e alimentado, no LI (19,75%), LIl (24,9%) e LIl (21,51%) e
ndo houve diferenca no LIV (Figura 16B).

Para investigar a atividade proteolitica das enzimas digestivas de Ae. aegypti,
BAPNA e SAAPFpNA foram usadas como substratos. Foi observada uma reducéo
significativa na atividade triptica entre os tratamentos (grupo controle e alimentado)
nos instares (LI, LIl e LIll), exceto no LIV, onde n&o houve diferenca significativa
(Figura 16C), o mesmo foi observado na atividade quimotriptica (Figura 16D).

Na analise zimografica, os perfis proteoliticos mostraram a atividade de sete
proteases, tanto no controle quanto no alimentado, porém mais fracamente no grupo
alimentado. Pode-se observar também o mesmo padrdo dos ensaios bioquimicos,
onde a intensidade proteolitica no LI se encontra mais fraca do que nos outros
instares (Figura 16D). A Figura 16E mostrou os perfis proteoliticos das amostras
tratadas com TLCK (inibidor de tripsina). Os extratos enzimaticos do intestino médio
tratados mostraram trés bandas inibidas (proteinase 3, 4 e 7), sugerindo assim que
essas enzimas séao do tipo tripsina.

Estudos anteriores, Murugan et al. (2007; 2012), investigaram diferentes
concentracfes de extrato de planta em larvas de Ae. aegypti em diferentes instares,
onde aparentemente ha um correlacdo entre estagio larval e sensibilidade ao
principio ativo de certo composto. Murugan et al. (2012) demonstraram que o valor
de CLsp do extrato de casca de laranja de Citrus sinensis em larvas de primeiro
instar foi de 204,87 ppm e, de 436,93 ppm para quarto instar. Assim, esta correlacéo
pode explicar a susceptibilidade de larvas expostas a ApTI por 24 h, em LI, LII e LI
e nenhum efeito em LIV. O efeito agudo de ApTI nado foi capaz de afetar a taxa de
sobrevivéncia das larvas de Ae. aegypti, porém, afetou os demais parametros

analisados, como peso e atividade proteolitica.
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Figura 16 - Andlise do efeito agudo de ApTl em diferentes instares de Ae. aegypti. (A) Taxa de
sobrevivéncia; (B) Peso; (C) Atividade triptica, (D) Atividade quimotriptica, usando BAPNA e
SAAPFpNA como substrato. Letras diferentes indicam uma diferenca significativa entre os
tratamentos (ANOVA, p < 0,05). Analise zimografica em eletroforese em gel de poliacrilamida nativa:
(E) extrato de intestino médio de larvas do grupo controle e alimentado; (F) extrato de intestino médio
de larvas do grupo controle e alimentado tratados com TLCK 100 mM. Ambos 0s grupos
representados letra inicial no texto na figura. Os nimeros a esquerda indicam as proteases ativas.
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4.8 Efeito Agudo de ApTlem Larvas de 4° instar de Ae. aegypti

Este bioensaio foi realizado em duas etapas. Na primeira etapa, larvas de 4°
instar previamente mantidas em agua destilada foram expostas a uma solucéo de
ApTIl 0,2 mg/mL durante 12 h (grupo controle e alimentado). Ap6s 12 horas de
incubagéo, o extrato do intestino médio de larvas alimentadas demonstrou uma
diminuicdo significativa de 82,5% na atividade triptica (Figura 17A) e, 77% na
atividade quimotriptica (Figura 17B), quando comparada com o controle.

Na segunda etapa do bioensaio, as larvas de 4° instar previamente expostas
por 12 h em ApTI, foram colocadas novamente em agua destilada durante um
periodo adicional de 12 horas. O comportamento enzimatico analisado foi para
entender como as larvas se comportam quando anteriormente expostas ao inibidor e
colocadas de volta em agua destilada. Atividade triptica do grupo alimentado
demonstrou uma diminui¢éo significativa de 30%, quando comparado com o controle
(Figura 17A). No entanto, na atividade quimotriptica ndo houve diferengas entre os
tratamentos (Figura 17B). Nenhuma mortalidade larval foi observada.

Este resultado sugere que, quando o ApTI entra em contato com as enzimas
digestivas das larvas de Ae . aegypti, h4 uma resposta a presenca do inibidor,
ocorrendo uma diminuicdo nas atividades proteoliticas. Subsequentemente, na
auséncia do inibidor, as atividades proteoliticas tendem a voltar ao normal, ou seja,
se igualam ao controle. Os efeitos negativos dos inibidores de proteases sobre 0
inseto vao além da reducéo das atividades proteoliticas das enzimas digestivas. O
complexo enzima-inibidor pode interferir na normal degradacéo de peptideos, o qual,
em seguida, de forma anormal ativa os mecanismos de “feedback” que
desencadeiam respostas fisioldgicas (RYAN, 1990; BROADWAY, 1995).
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Na analise zimogréfica, o intestino médio das larvas de 4° instar do controle e
do alimentado mostraram diferencas qualitativas nas atividades proteoliticas entre os
tratamentos Figura 17C). Da mesma forma que o0 observado nos ensaios
bioguimicos, a intensidade da protedlise diminuiu na presenca do inibidor e, voltando
a igualar ao controle, quando na auséncia do inibidor. Tanto as larvas do controle
como as do alimentado, apresentaram a atividade de sete proteases. Quando o0s
extratos enzimaticos foram tratados com TLCK, trés bandas foram inibidas
(proteinase 3, 4 e 7), sugerindo que a atividade dessas proteases seja do tipo

tripsina, semelhante aos resultados anteriormente descritos.

4.9 AlteracOes Histologicas em Larvas de Ae. aegypti Expostas Cronicamente
ao ApTI

Larvas de 4° instar de Ae. aegypti expostas cronicamente CLso de ApTI e seu
controle foram observadas histologicamente utilizando a coloragcdo de hematoxilina-
eosina (Figura 18) . O epitélio do intestino médio das larvas do controle apresentou uma
Unica camada de células colunares (células digestivas) ao longo do ventriculo; os
ndcleos eram grandes e geralmente, ocupavam as partes médias ou distais dos
corpos celulares. Havia presenca de lamina basal do intestino médio, aumentado por
microvilosidades e membranas em forma de borda de escova. Em geral, a
organizagdo estrutural do epitélio era semelhante a de outros dipteros
(SNODGRASS, 1935).

Nenhuma alteracdo morfolégica foi observada na membrana peritrofica, apos
a exposicao das larvas ao ApTI. As alteracOes observadas nas larvas alimentadas
foram referentes a degeneracdo das microvilosidades das células epiteliais do
intestino medio na regido posterior, a hipertrofia das células dos cecos gastricos e a
um aumento no espaco ectoperitréfico.

A hipertrofia das células dos cecos gastricos e a degeneracdo das
microvilosidades das células epiteliais do intestino médio foram previamente
relatadas por Ruiz et al. (2004), que observaram que a localizacdo preferida da
toxina Cryl1Bb estava no ceco gastrico e no intestino posterior de larvas de Ae.

aegypti, Anopheles albimanus e Culex quinquefasciatus. Os autores sugerem que
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isto se deva a concentracdo mais elevada de moléculas de receptor ou de moléculas
com afinidade de ligacdo mais elevada. Além disso, a observacdo do aumento do
espaco ectoperitrofico foi relatado por Arruda et al. (2003), no estudo com extrato
etandlico de Magonia pubescens sobre larvas de Ae. aegypti. Outros estudos com
Ae. aegypti tratados com &cido tanico e de taninos de catequina isolada da planta M.
pubescens mostraram alteragdes histopatologicas semelhantes as observadas neste
estudo (REY et al., 1999; VALOTTO et al., 2011).
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

A acdo do inibidor de proteinase serinica de A. pavonina no desenvolvimento
larval de Ae. aegypti mostrou que ApTIl tem capacidade de influenciar na
sobrevivéncia e no peso das larvas do mosquito, o que indica que esta proteina tem
um grande potencial toxico para o inseto.

Nossos dados sugerem que as enzimas envolvidas na digestdo do inseto tém
reduzido a sua capacidade de realizar a protedlise na presenca de uma
concentracdo ndao-letal de ApTl (CLsp). Uma vez que as larvas de Ae. aegypti
respondem a ingestdo de IP com o decréscimo das atividades proteoliticas do
intestino meédio.

No entanto, ndo foi observado nenhum mecanismo proteolitico de resisténcia
a ApTI produzidos nas larvas expostas a este inibidor. Este ndo demonstrou produzir
novas ou insensiveis proteases no intestino meédio apos a ingestao aguda e crbnica
do inibidor. As enzimas digestivas de Ae. aegypti também ndo foram capazes de
digerir ApTIl e ainda, se mostravam sensiveis a inibicdo. ApTI atrasou o tempo de
desenvolvimento larval e, consequentemente, a emergéncia das pupas e adultos.
Além disso, 0 inseto mostrou ndo ter seu mecanismo “feedback” afetado por ApTl,
uma vez na auséncia do inibidor ocorre a regulagao da atividade das enzimas.

O efeito toxico do ApTI em larvas mostrou influenciar na degeneracdo das
microvilosidades das células epiteliais do intestino médio na regido posterior, a
hipertrofia das células cecos gastricos e um aumento no espacgo ectoperitrofico.
Nenhuma alteragdo morfologica foi observada na membrana peritrofica.

Neste trabalho, demonstramos que Ae. aegypti nAo emprega 0S mecanismos
de regulacéo a fim de superar o efeito negativo de ApTI. Por isso, sugerimos que
ApTI tém potencial biotecnoldgico para garantir uma implementacdo bem sucedida

como um agente contra o vetor da dengue e da febre amarela, Ae. aegypti.
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