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RESUMO

A picada de fémeas de Aedes aegypi pode transmitir arboviroses como dengue, chikungunya,
zika e febre amarela. O controle populacional deste vetor é a principal estratégia para o
controle das doencas. No presente trabalho, extrato salino (ES), decocto e infuséo de folhas de
Plectranthus barbatus foram estudados quanto ao efeito sobre larvas de Ae. aegypti no
terceiro instar (L3), bem como a presenca de lectinas e inibidores de tripsina. O efeito do ES
sobre a atividade das proteases digestivas, permeabilidade da membrana peritrofica e
morfofisiologia do intestino médio de Ls foi relatado. Além disso, o crescimento da
microbiota intestinal e a melanogénese das larvas tratadas com o ES foram investigados. ES
matou L3 (CLso de 0,48%, p/v) e revelou a presenga de uma lectina ligadora de
ribose/galactose e de atividade inibitdora de tripsina. O decocto e a infusdo ndo interferiram
na sobrevivéncia das larvas. SDS-PAGE para ES revelou a presenca de bandas peptidicas de
66, 63 e 34 kDa, que resistiram a hidrolise pelas proteases do intestino de Lz (27,2 U/mg). As
atividades de lectina e inibidor de tripsina em ES resistiram a hidrdlise por proteases
intestinais de Ls, e a atividade dessas enzimas foi abolida por ele. A permeabilidade da
membrana peritréfica de Lz foi aumentada pelo ES na concentracdo de 0,48%, o que pode ter
impedido que as larvas alcancassem o quarto instar. A morfologia do intestino medio larval
ndo foi afetada por ES, mas o contetdo de polissacarideos neutros nas células epiteliais foi
reduzido. ES estimulou, in vitro, a superproliferacdo da microbiota do intestino médio de Lz e
a producdo de melanina. O aquecimento (100° C, 5h) do ES resultou em aumento das suas
atividades, incluindo a toxicidade para as larvas. Os resultados aqui relatados apontam ES
como agente larvicida contra Lz de Ae. aegypti. Este efeito pode estar ligado as atividades de
lectina e inibidor de tripsina e envolve a inibicdo de proteases digestivas, danos a fisiologia

larval e dishiose.

Palavras-chave: Vetor da dengue. Falso-boldo. Efeito larvicida. Microbiota intestinal.

Melanogénese.



ABSTRACT

The bite of Aedes aegypi females can transmit arboviruses such as dengue, chikungunya, zika
and yellow fever. The population control of this vector is the main strategy for control of
these diseases. In the present work, saline extract (SE), decoction and infusion of Plectranthus
barbatus leaves were studied for their effect on Ae. aegypti third instar larvae (L3), as well as
the presence of lectins and trypsin inhibitors. The effect of SE on digestive protease activity,
peritrophic membrane permeability and midgut morphophysiology of Lz has been reported. In
addition, the growth of the gut microbiota and the melanogenesis of larvae treated with SE
were investigated. SE Kkilled L3 (LCso 0.48%, w/v) and revealed the presence of a
ribose/galactose binding lectin and trypsin inhibitory activity. Decoction and infusion did not
interfere in the L3 survival. SDS-PAGE for SE revealed the presence of peptide bands of 66,
63 and 34 kDa, which resisted to hydrolysis by L3 gut proteases (27.2 U/mg). The lectin and
trypsin inhibitory activities of SE resisted to hydrolysis by Lz gut proteases, and the activity of
these enzymes was abolished by it. The permeability of the Lz peritrophic membrane was
increased by SE at concentration of 0.48%, which may have prevented the larvae from
passing into the fourth instar. The morphology of larval midgut was not affected by SE, but
the content of neutral polysaccharides in epithelial cells was reduced. SE stimulated, in vitro,
the overproliferation of the Lz midgut microbiota and the production of melanin. The heating
(100° C, 5h) of the SE resulted in an increase in its activities, including the toxicity to the
larvae. The results reported here indicate SE as a larvicidal agent against Ae. Aegypti Ls. This
effect may be linked to the activities of lectin and trypsin inhibitor and involves the inhibition

of digestive proteases, damage to larval physiology and dysbiosis.

Keywords: Dengue vector. Indian coleus. Larvicidal effect. Gut microbiota. Melanogenesis.
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INTRODUCAO

Arboviroses sdo doencas causadas pelos arbovirus, ou seja, sdo virus transmitidos por
artropodes, incluindo os insetos. A dengue, a chikungunya, a febre Zika e a febre amarela séo
exemplos de importantes arboviroses endémicas de regides tropicais que compartilham o
principal vetor, o0 mosquito Aedes aegypti (OMS, 2018a). O ciclo de vida de Ae. aegypti
compreende fases aquéaticas (ovo, quatro instares larvais e pupa) e uma fase aérea que
corresponde ao estagio sexualmente maduro (MURRAY et al., 2013; GUAGLIARDO et al.,
2015). Por estarem confinadas no ambiente aquatico, as fases de ovo e larva apresentam a
maior vulnerabilidade as estratégias de controle populacional (PONTUAL et al., 2012).

Uma vez que ainda ndo existem vacinas contra chikungunya e febre zika, e que a
vacina disponivel para imunizacdo contra dengue apresenta sérias restricbes, o controle de
populacdes do vetor ainda permanece sendo a principal e a mais eficiente estratégia para
erradicar as arboviroses (ZARA et al., 2016; OMS, 2018b). Em adig&o, apesar de existir uma
eficiente vacina contra febre amarela, o carater periodicamente reemergente da doenca
contribui para a necessidade de manter controlada a densidade populacional de Ae. aegypti
(OMS, 2018b).

O controle convencional de Ae. aegypti é realizado com agentes quimicos, 0s quais
tém contribuido para a selecdo de insetos resistentes (ZARA et al., 2016). Nesse sentido,
inseticidas de origem natural, incluindo extratos vegetais, inibidores de proteases e lectinas
tém sido considerados promissores. Os extratos vegetais possuem vantagem por serem
misturas complexas, contendo geralmente mais de um principio ativo cuja acdo envolve
mecanismos diversos (PONTUAL et al., 2012). Por exemplo, os inibidores de proteases,
quando ingeridos por insetos, acarretam prejuizos ao processo de digestdo, diminui¢do da
biodisponibilidade de aminoacidos e dificuldade na absorcdo de nutrientes, o que leva o inseto
a morte por inanicdo (RAMOS et al., 2009; PONTUAL et al., 2014). As lectinas também
podem apresentar propriedade inseticida através da ligacdo a componentes da membrana
peritrofica, as células do epitélio intestinal dos insetos, a enzimas digestivas ou ainda a
particulas de alimento ingerido, impedindo sua digestdo ou absorcdo (PAIVA et al., 2012;
NAPOLEAO et al., 2018).

Além dos alvos para acdo de lectinas e inibidores de proteases citados acima, 0
intestino de Ae. aegypti conttm uma microbiota simbionte represetada pelos géneros
bacterianos de Enterobacter, Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, Klebsiella, Pantoea,
Acinetobacter e Aeromonas. Essa microbiota atua na sintese de nutrientes essenciais e na

protecdo contra patdgenos colonizadores, além de estar relacionada com a susceptibilidade do
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vetor nas fases larval e adulta a infecgdo pelo arbovirus causador da dengue (DONG et al.,
2009; APTE-DESHPANDE et al., 2012; FINNEY et al., 2015). Nesse sentido, danos a essa
microbiota podem prejudicar a viabilidade do inseto por desnutri¢cdo ou por disbiose ou ainda,
impedir que ele seja reservatorio do virus da dengue (AZAMBUJA et al., 2005; DILLON et
al., 2005; DONG et al., 2009).

Plectrantus barbatus (familia Lamiaceae) é popularmente conhecida como falso-
boldo, malva-santa e boldo silvestre. Na medicina popular, suas folhas sdo utilizadas como
infusdo contra ma digestao, gastrite, afec¢bes do figado, bronquite e pneumonia, dentre outras
patologias (LUKHOBA et al., 2006). Foi previamente reportado que metabdlitos secundarios
de folhas de P. barbatus foram toxicos para larvas de Anopheles subpictus, Aedes albopictus e
Culex tritaeniorhynchus (GOVINDARAJAN et al., 2016). Este relato motivou a hipotese de
que preparacoes de folhas de P. barbatus podem causar mortalidade de larvas de Ae. aegypti.
No presente trabalho, o extrato salino, a infuséo e o decocto de folhas de P. barbatus foram
caracterizados quanto a presenca de inibidores de tripsina e lectinas. Em seguida, as trés
preparacdes foram avaliadas quanto ao potencial larvicida contra Ae. aegypti. O efeito do
extrato na permeabilidade da membrana peritrofica, na morfologia e histoquimica do
intestino, bem como no crescimento da microbiota intestinal e na melanogénese das larvas
(terceiro instar) foi determinado na tentativa de fornecer insights sobre o0 mecanismo da acéo
larvicida detectada.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Geral
Avaliar o extrato salino de folhas de Plectranthus barbatus sobre a morfofisiologia

intestinal de larvas de Aedes aegypti no terceiro instar.

1.1.2 Especificos

Obter preparacdes (extrato salino (ES), infusdo e decocto) de folhas de P. barbatus.

Analisar ES, infusdo e decocto quanto a atividade larvicida contra Ae. aegypti e quanto a
presenca de lectinas e inibidores de tripsina.

Investigar o envolvimento das atividades de lectina e inibidor de tripsina no efeito larvicida.
Caracterizar a preparacdo mais ativa (ES) quanto ao perfil peptidico sob condicdes
desnaturantes.

Estudar a resisténcia dos polipeptideos de ES a hidrdlise por tripsina comercial e por
proteases do intestino de Ls, assim como determinar o efeito de ES sobre a atividade dessas
enzimas.

Avaliar o efeito de ES sobre a permeabilidade da membrana peritrofica de Las.

Determinar o efeito de ES sobre a morfologia do intestino medio de Lz, bem como sobre o
conteddo de proteinas totais e polissacarideos neutros no corpo das larvas.

Investigar os efeitos de ES sobre o crescimento in vitro da microbiota comensal presente no
intestino médio de Lz e sobre a producéo de melanina pelas larvas.

Determinar o efeito do aquecimento exaustivo de ES nas atividades de lectina e inibidor de

tripsina, bem como na toxicidade para Lz de Ae. aegypti.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Aedes aegypti

Aedes aegypti (Ordem Diptera, Familia Culicidae) € o nome cientifico atribuido por
Linnaeus (1762) ao popularmente conhecido “mosquito da dengue”. E um inseto
extremamente sinantropico, devido a sua caracteristica antropofilica e necessidades alimentar e
reprodutiva especificas. O mosquito mede menos de 1 cm e uma caracteristica que auxilia na
identificacdo da espécie é a presenca de manchas brancas distribuidas pelo corpo e pernas
(LAMBRECHTS e FAILLOUX, 2012).

O Ae. aegypti teve sua ocorréncia ampliada pela agdo humana que foi responsavel pelo
transporte principalmente dos ovos, mas também das larvas e do mosquito adulto em navios,
avides e veiculos terrestres. Esse transporte foi responsavel pela fixacdo de Ae. aegypti nas
regides tropicais, onde o mosquito encontrou fatores ambientais (chuva, temperatura e
umidade relativa) que favoreceram seu ciclo de vida. No mapa (Figura 1) indica a
probabilidade de ocorréncia de Ae. aegypti. O grau de incidéncia varia de 0, em azul, para 1,
em vermelho, em uma resolucdo espacial de 5 km x 5 km. (EISEN et al., 2014; FRANCIS e
ALEXANDER, 2014).

Figural. Distribuicdo mundial da populacdo de Aedes aegypti.

Fonte: http://www.communitor.com.br/ (publicado em 29/06/2016)

O ciclo de vida de Ae. aegypti se da através da metamorfose completa, ou seja, a
espeécie apresenta desenvolvimento holometabolico. Uma boa parte deste ciclo é representada
por formas aquaticas: ovo, fase larval (dividida em quatro instares) e pupa (Figura 2). A fase
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adulta é aérea e corresponde ao estagio mais preocupante, devido a sua alta taxa de dispersao
e por ser um inseto em constante processo de expansdo geografica, tanto em areas urbanas
quanto em areas rurais (MURRAY et al., 2013; GUAGLIARDO et al., 2015). As fémeas de
Ae. aegypti possuem estratégias para ovipositar em diferentes criadouros, evitando a
superlotacdo e competicdo entre as larvas por espaco e alimento, contribuindo para o sucesso
de sua adaptacédo pantropical (TSUNODA et al., 2014).

Figura 2. Ciclo biologico de Aedes aegypti

Adulto

Ovo

(Fonte: suportegeografico77.blogspot.com/2017/10/ciclo-de-vida-do-aedes-aegypti.html)

Sobre o habito alimentar de Ae. aegypti, somente as fémeas sdo hematdfagas. Seu
aparelho bucal é mais alongado (tipo picador sugador) e esta adaptado estrutural e
fisiologicamente para este habito alimentar. O repasto sanguineo é essencial as fémeas, pois o
sangue contém proteinas necessarias ao desenvolvimento dos embrides dentro dos ovos. Por
outro lado, os machos apresentam um aparelho bucal reduzido, sem potencial para romper a
integridade da pele. Sua alimentacdo é composta por néctar e seiva oriundas de plantas
(SILVA e ANGERAMI, 2008; MOREIRA et al., 2009).
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Tem sido relatado que fatores abidticos afetam diretamente a dindmica populacional
do Ae. aegypti e, consequentemente, interferem na transmissdo das doengas (YANG et al.,
2014). Segundo Pliego et al. (2017), a acdo conjunta da precipitacdo sazonal e da temperatura
pode potencializar um surto de crescimento populacional de Ae. Aegypti, causando um
problema de saude publica por ser o principal transmissor de quatro arboviroses em humanos.

Arboviroses sdo doencas causadas por arbovirus, ou seja, virus que sdo transmitidos
por artropodes (insetos e aracnideos). Esse grupo de doengas vem se tornando um crescente
problema de saude publica no mundo principalmente pelo seu potencial de disperséo, pela
capacidade de adaptacdo a novos ambientes e hospedeiros (vertebrados ou invertebrados),
pela possibilidade de causar epidemias extensas e pela ocorréncia de grande nimero de casos
graves, com acometimentos neurolégico, articular e hemorragico (DONALISIO et al., 2017).
As arboviroses transmitidas pelo Ae. aegyti sdo a dengue, a chikungunya, a febre Zika e a
febre amarela (OMS, 2018a).

A dengue é transmitida pela picada de fémeas de Ae. aegypti e em menor extensao
pelo Aedes albopictus, os quais se espalharam rapidamente pelos tropicos. E interessante
notar a semelhanca entre a distribuicdo geogréafica da dengue (Figura 3) e aquela apresentada
para 0 Ae. aegypti (Figura 1). De modo semelhante ao mosquito, a dengue € difundida em
todos os tropicos, com variacdes locais de risco influenciadas pela precipitacdo, temperatura e
urbanizacdo rapida e ndo planejada (OMS, 2015).

Figura 3. Distribuicdo geogréfica da ocorréncia de dengue em todo o planeta.
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Il Countries or areas at risk of dengue transmission  The contour lines of the January and July isotherms o ;L
indicate areas at risk, defined by the geographical limits
% A [ Notappiicable of the northern and southern hemispheres for year-round
survival of Aedes aegypti, the principal mosquito vector of dengue viruses

Fonte: OMS (2015)
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O agente etioldgico da dengue é um arbovirus pertencente ao género Flavivirus
(familia Flaviviridae) que ocorre em quatro sorotipos distintos (DEN-1, DEN-2, DEN-3 e
DEN-4). A circulagdo e os frequentes surtos de dengue representam novos desafios para a
satide publica (PAIXAO et al., 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o ano de 2016 foi caracterizado por
grandes surtos de dengue em todo 0 mundo. A Regido das Américas registrou mais de 2,38
milhGes de casos em 2016, onde o Brasil contribuiu com pouco menos de 1,5 milhdo de
casos, aproximadamente 3 vezes mais do que em 2014. Mais de mil mortes pela dengue
também foram registradas na regido das Américas (OMS, 2016). Em 2017, houve uma
reducdo de 73% no nimero de casos de dengue nas Américas. Panama, Peru e Aruba foram
0s Unicos paises que registraram aumento nos casos em 2017 (OMS, 2017). No primeiro
trimestre de 2018, uma reducao de 27% dos casos foi observada (OMS, 2018a).

Pacientes com dengue apresentam sintomas clinicos iniciais muito semelhantes aos de
uma gripe, tais como febre alta, dor de cabeca, ndusea, erupcdo cutanea, dor no corpo. A
doenca resulta em aproximadamente 500.000 hospitaliza¢Bes anuais, com riscos aumentados
de dengue hemorragica durante infeccBes secundarias (OMS, 2018).

Outra arbovirose transmitida pelo mosquito Ae. aegypti é a febre zika, a qual foi
inicialmente relatada na Africa tropical, no sudeste da Asia, e nas ilhas do Pacifico, contudo,
atualmente ocorre também na America do Sul e nos Estados Unidos (Figura 4). O virus zika
(ZIKV) também se tornou uma preocupacdo em salde publica no cendrio mundial devido a
sua rapida expansdo geografica em 2015. O Ministério da Saude do Brasil notificou 8 OMS
sobre um aumento significativo de casos de microcefalia congénita no nordeste do Brasil, em
associacao com a epidemia de infecgdo pelo virus zika na regido (MDSD, 2015; RAJAH et
al., 2016). Em 2016, a OMS declarou a associacdo do ZIKV aos casos de microcefalia, o que
se tornou uma emergéncia de saude publica de interesse internacional (OMS, 2016).

A transmissdo do ZIKV também ocorre geralmente devido ao repasto sanguineo pelas
fémeas do Ae. aegypti. Outras hipdteses de transmissdo ja foram descritas, incluindo a via
sexual, a transmissdo congénita, transfusdo sanguinea, transplantes e acidentes em
laboratérios (I00S et al., 2014; MUSSO et al., 2015; HENNESSEY et al., 2016).

As manifestagdes clinicas pelo ZIKV sdo geralmente assintomaéticas e autolimitadas,
porém ao surgirem os sintomas, as manifestacdes assemelham-se as da dengue, onde a febre,
artrite ou artralgia e conjuntivite sdo as mais comuns. Outros sintomas podem ser detectados

na infeccdo pelo virus zika, como vomito, edema nas extremidades, mialgia e aparecimento
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de sindromes neuroldgicas e autoimunes (OEHLER et al., 2014; CHAVES FILHO et al,
2016; MLAKAR et al., 2016; OMS 2018).

Figura 4. Distribuicdo geogréafica do virus zika em todo o planeta.

Fonte: OMS, 2016

A picada de fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus pode também transmitir a febre
Chikungunya, a qual foi descrita pela primeira vez durante um surto no sul da Tanzénia em
1952. O agente etioldgico da febre Chikungunya (CHKV) é um virus de RNA (género
Alphavirus, familia Togaviridae). A palavra “chikungunya” tem origem na lingua Kimakonde
e significa “ficar contorcido”, uma referéncia & aparéncia encurvada dos pacientes com dor
articular. A rapida disseminacdo da doenca, desde 2004, levou a uma grande preocupacdo dos
6rgdos competentes em salde publica. A transmissdo do CHKV ocorre nos cinco continentes.
A Africa e a Asia sdo as regides mais afetadas (Figura 5). A introducéo do virus, em 2013, nas
ilhas do Caribe resultou na dispersdo para mais de 40 paises nas Américas do Norte e do Sul
em que mais de 300.000 casos foram confirmados. Os paises mais afetados foram o Brasil, a
Bolivia e a Colombia (BURT et al., 2017; OMS, 2017).

O periodo de incubagéo do virus CHKYV varia de um a doze dias. Cerca de 75% dos
casos sdo sintomaticos, comegando com febre, artralgia/artrite, mialgia e dor de cabeca. Os
sintomas articulares sdo caracteristicos da doenga e geralmente sdo mais graves do que em
outras arboviroses, podendo se tornar em manifestacOes articulares cronicas de longa duracéo
(VIJAYAN e SUKUMARAN, 2016).
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Figura 5. Distribuicéo geogréfica da febre chikungunya em todo o planeta.

I current or previous local t ission of chik ya virus

Fonte: Center of Disease Control and Prevention (CDC), 2018

A febre amarela é uma outra arbovirose da qual o Ae. aegypti é o principal vetor nas
areas urbanas. Contudo, pode ainda ser transmitida pela picada de mosquitos dos géneros
Haemogogus, Sabethes e outras espécies de Aedes. A febre amarela, causada pelo virus YFV,
protétipo do género Flavivirus, é endémica em regides tropicais e subtropicais da América do
Sul e da Africa (Figura 6). As grandes epidemias ocorrem quando pessoas infectadas
introduzem o virus em zonas densamente povoadas, com elevada densidade de mosquitos e
onde a maioria das pessoas tem pouca ou nenhuma imunidade por ndo estarem vacinadas.
Nestas condi¢des, 0s mosquitos infectados transmitem o virus de pessoa para pessoa.
(MONATH e VASCONCELOS, 2015; OMS, 2016).

A febre amarela apresenta trés estagios clinicos que se iniciam de trés a seis dias ap6s
a picada do vetor infectado. O primeiro estagio, chamado periodo de infeccdo, comega com
um episodio de febre aguda (aproximadamente 39° C), acompanhada de dor de cabega, mal-
estar, fotofobia, dor lombar, mialgia, irritabilidade, agitacdo, nduseas e vomitos. Estes
sintomas duram cerca de trés a cinco dias. O periodo de infec¢do é seguido por um periodo de
remissdo. Neste estagio, que pode durar aproximadamente 12 a 48 horas, alguns pacientes
apresentam significativa melhora, com sensacdo de recuperacdo. No entanto, alguns sinais
tipicos de insuficiéncias hepatica e renal sdo notificados de repente. Estes sinais caracterizam
0 inicio do terceiro e ultimo estdgio, chamado periodo de intoxicacdo. Durante esta fase, 0s
pacientes desenvolvem febre hemorragica grave e disfuncdo de multiplos orgaos,

acompanhada por ictericia, oliglria ou andria, instabilidade cardiovascular e diatese
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hemorrégica, durante a qual episddios de hematémese, melena, petéquias, equimoses e outras
manifestagdes hemorragicas sdo comuns (KERR, 1951; MONATH, 2001; VASCONCELOS,
2003).

Figura 6. Distribuigio geografica mundial da febre amarela.
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Fonte: OMS, 2008

O controle de populacdes de Ae. aegypti ainda representa a principal e mais eficiente
forma de controle da chikungunya, da febre zika, e da dengue. Isso porque ainda ndo existem
vacinas contra as duas primeiras e apesar de existir vacina para imunizagdo contra o virus da
dengue, ela é contraindicada pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) para
pessoas que nunca tiveram contato com nenhum dos quatros sorotipos. A contraindicacéo
resultou de estudos conduzidos pelo laboratério produtor que apontaram o risco de pessoas
gue nunca tiveram a doenca desenvolverem formas mais graves de dengue caso sejam
infectadas (OMS, 2018b). Uma vacina segura e eficaz contra febre amarela esta disponivel ha
mais de 80 anos, tendo sido esta doenca erradicada em muitos paises. Contudo, no Brasil, tem
sido registrada desde dezembro de 2016, a sua reemergéncia pela transmisséo de febre
amarela silvestre (CAVALCANTE e TAUIL, 2017). Segundo o Boletim Epidemioldgico
n°27/2018, no periodo de monitoramento julho/2017 a junho/2018 foram confirmados 1376

casos humanos e 483 ébitos.

2.1.1 Morfofisiologia intestinal de Ae. aegypti
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O tubo digestivo dos insetos é dividido em intestinos anterior, médio e posterior e essa
divisdo é baseada na origem embrionaria e funcéo fisioldgica de cada por¢cdo (CHAPMAN,
1985; DOW, 1987). Enguanto o intestino anterior apresenta reduzida capacidade de absorcao,
0 intestino posterior é 0o mais permeavel e, portanto, € o responsavel por certo grau de
absorcdo de substancias importantes para a nutricdo do inseto. Apesar do intestino anterior
ndo possibilitar a absorcdo, ele representa um importante sitio para digestdo mecénica e
quimica, envolvendo enzimas salivares e/ou digestivas regurgitadas do intestino medio
(GULLAN e CRANSTON, 2014; CAMAROTI et al., 2017).

Entre os intestinos anterior e posterior, ha o intestino médio, onde ocorre a maior parte
da digestéo, a absorcdo de nutrientes e a secre¢do das enzimas digestivas (HECKER, 1977).
Na fase larval do Ae. aegypti, o intestino médio é composto por um tubo ligeiramente mais
largo em sua regido posterior, quando comparado a anterior. Na fase adulta, a regido anterior
do intestino é mais delgada e a posterior tem a forma adaptada para acomodar o sangue apos 0
repasto. Tanto as larvas quanto os adultos tém seus intestinos compostos por uma unica
camada epitelial multifuncional revestida externamente por fibras musculares
(JAGADESHWARAN et al., 2010). No intestino médio, o epitélio é constituido por trés tipos
celulares: as células epiteliais, as regenerativas e as calciformes (BILLINGSLEY, 1990).

As células epiteliais contém vérias redes de reticulo endoplasmatico, sendo a regido
onde acontece uma grande producdo de enzimas digestivas e a absor¢cdo da maioria dos
nutrientes no lamen intestinal (LEHANE e BILLINGSLEY, 2012; CHAPMAN, 2013). Entre
as células epiteliais encontram-se pequenas células regenerativas que sdo fundamentais para a
renovacao do epitélio digestivo e podem se diferenciar tanto em células digestivas quanto em
enddcrinas (CHAPMAN, 1985; HAKIM et al., 2001). As células calciformes regulam as
funcGes do epitélio digestivo e secretam hormonios peptidicos em resposta ao estado
alimentar do limen. (BROWN et al., 1985; YAMAGISHI et al., 2018).

Devido a auséncia da camada cuticular, o intestino médio € frequentemente exposto a
abrasdo pelos alimentos. No entanto, na maioria dos insetos, as células do intestino médio
produzem uma matriz extracelular chamada membrana peritréfica (HEGEDUS et al., 2009).
As vdrias proteinas que suprem essa matriz sdo denominadas peritrofinas e possuem dominio
de ligacdo a moléeculas de quitina (DINGLASAN et al., 2009). Proteinas e precursores de
quitina sdo secretados por células digestivas do intestino medio, e a matriz peritrofica se
organiza por intercalacdo de fibrilas de quitina e peritrofinas (ROSE et al, 2014).

A membrana peritrofica divide o limen do intestino médio em duas regibes, a

ectoperitréfica (onde ocorre a digestdo intermediaria que contém o alimento parcialmente
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digerido) e a endoperitrofica em contato com o epitélio, onde ocorre a fase da digestdo
inicial (TERRA, 1988). Diversas fun¢des foram atribuidas & membrana peritrofica, onde ela é
capaz de limitar a entrada de potenciais patdgenos, atuar como uma barreira seletiva para as
enzimas digestivas e os produtos da digestdo, além de desempenhar um papel importante no
mecanismo de conservacdo ao compartimentalizar as enzimas no espago ectoperitrofico
(HEGEDUS et al., 2009; NAPOLEAO et al., 2013).

Enzimas digestivas foram identificadas e caracterizadas em adultos de Ae. aegypti,
incluindo tripsina (GE et al., 2012), quimotripsina (JIANG e KANOST, 1997),
aminopeptidase (MORLAIS et al., 2003) e carboxipeptidases (ISOE et al., 2009). Nas larvas,
atividades semelhantes, incluindo a presenca de tripsina e quimotripsina, também foram
descritas. A concentracdo de tripsina é duas vezes maior que a de quimotripsina nas larvas do
quarto instar de Ae. aegypti (BOROVSKY e MEOLA, 2004; MESQUITA-RODRIGUES et
al., 2011).

A microbiota intestinal do Aedes é composta por uma grande variedade de bacteérias.
Enterobacter,  Bacillus, = Pseudomonas,  Staphylococcus,  Klebsiella,  Pantoea,
Acinetobacter e Aeromonas foram detectados no intestino médio dos mosquitos Ae. aegypti e
Ae. albopictus (GUSMAO, 2010; ZOUACHE et al., 2011; YADAV et al., 2015; DAVID et
al., 2016). Bactérias do intestino médio do Ae. aegypti desempenham um papel significativo
de associacdo simbidtica. Essa simbiose contribui com funcdes fisioldgicas importantes para o
hospedeiro, incluindo a sintese de nutrientes essenciais, a resisténcia a patdgenos
colonizadores, a estimulacdo do sistema imunolégico, a alteracdo nas interacdes patogeno-
hospedeiro e a competéncia vetorial, influenciando significativamente o potencial de
transmisséo da doenca (AZAMBUJA et al., 2005; DILLON et al., 2005; DONG et al., 2009;
FINNEY et al., 2015). Por outro lado, foi observado que a exposicdo larval a determinados
tipos de bactérias também pode reduzir a competéncia vetorial do inseto adulto, como a
presenca de bactérias do género Enterobacter na composi¢do da microbiota intestinal de
larvas de Ae. aegypti (DICKSON et al., 2018).

2.2 Controle populacional de Ae. aegypti

O controle do Ae. aegypti tem constituido um importante desafio, especialmente nos
paises em desenvolvimento e, embora os recursos destinados ao controle deste vetor tenham
como objetivo principal a implementacdo de programas, muitas vezes estes ndo tém alcancado

sucesso. Aspectos relacionados a problemas de infraestrutura das cidades e a ocorréncia de
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populacOes de insetos resistentes a alguns inseticidas quimicos convencionais sao fatores que
comprometem a efetividade dos métodos tradicionais de controle (ZARA et al., 2016). Nesse
sentido, a OMS propds a estratégia de Manejo Integrado de Vetores (MIV) que integra
diversas abordagens como os controles biolégicos, mecanico e quimico, na tentativa de
alcancar uma maior eficiéncia na reducdo da abundancia do vetor e na contengdo das doengas
relacionadas (OMS, 2012).

2.2.1 Controle Biologico

O controle bioldgico para o Ae. aegypti consiste na utilizacdo de predadores naturais,
como peixes, que se alimentam de larvas e pupas. Fungos, bactérias e parasitas também
podem ser eficientes na reducdo da densidade populacional do vetor (CORDEAU et al.,
2016). No Brasil, o controle bioldgico vem assumindo grande importancia, tanto pelos
resultados demonstrados em pesquisas, quanto pela necessidade de redugdo de agroquimicos
toxicos no ambiente (EMBRAPA, 2012).

Pesticidas bioldgicos, relacionados a microrganismos entomopatogénicos, representam
uma estratégia ecologicamente correta e eficaz para controlar insetos vetores de doencas ou
pragas agricolas. Esse tipo de controle apresenta vantagens especificas, pois sdo menos
danosos ao meio ambiente, afetam apenas organismos alvo, tem uma elevada eficacia em
pequenas quantidades e decomposic¢do rapida, além de minimizam o uso de pesticidas
quimico (MALAIKOZHUNDAN e VINODHINI, 2018).

Um exemplo de pesticida bioldgico é o Bacillus thuringiensis (Bt), uma bactéria
geneticamente modificada para expressar proteinas inseticidas. Dentre estas proteinas, as mais
conhecidas sdo as proteinas cristal (Cry), produzidas durante a fase de esporulacdo. Soares-
da- Da Costa et al. (2010) e Silva et al. (2015) identificaram isolados de Bt de solos
brasileiros como agentes bioldgicos para o controle de Ae. aegypti, onde a alta toxicidade
desses isolados para o inseto pode ser consequéncia da acdo conjunta de toxinas do grupo
Cry. As proteinas Cry contidas no cristal, quando ingeridas pelos insetos sdo solubilizadas
pelo pH alcalino no intestino das larvas e liberadas como pré—toxinas que serdo ativadas por
serino—proteases, formando toxinas ativas que se ligardo a receptores das microvilosidades
intestinais. Apo0s a ligagdo, as toxinas se inserem na membrana formando poros e
desestabilizando o gradiente osmotico levando a morte por septicemia (SCHNEPF et al.,
1998; BUENO et al., 2012; VACHON et al., 2012).
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Coelho et al. (2017) avaliaram o controle de larvas de Ae. aegypti utilizando camardes
naturais (género: Macrobrachium) do rio Tieté, em S&o Paulo, onde foram capazes de
consumir grandes quantidades de larvas em um curto espago de tempo, constituindo-se em

uma importante ferramenta de controle bioldgico desses parasitas vetores no ambiente.

2.2.2 Controle mecanico

O controle mecanico esté relacionado a ado¢édo de praticas capazes de eliminar o vetor
e os criadouros, alem de reduzir o contato do mosquito com o homem. As principais
atividades de controle mecénico envolvem a protecdo, a destruicdo ou a destinacdo adequada
de criadouros (BRAGA e VALLE, 2007).

A armadilha de oviposi¢do, conhecida nacionalmente como “ovitrampa” é uma das
técnicas de controle mecanico mais utilizada onde, em um recipiente de cor escura, adere-se
um material aspero que permite a fixacdo dos ovos depositados. Fay e Perry (1965) iniciaram
0 uso das ovitrampas para a vigilancia das populacbes adultas de Ae. aegypti. No ano
seguinte, ficou demonstrada a superioridade dessas armadilhas em relacdo a pesquisa larvéaria
para verificagdo da ocorréncia do vetor. As ovitrampas fornecem dados Uteis sobre
distribuicdo espacial e temporal (sazonal). Dados obtidos com essa metodologia também
foram usados para monitorar o impacto de varios tipos de medidas de controle que envolvem
a reducdo de populacbes do vetor com inseticidas. Embora as ovitrampas sejam muito Uteis
para verificacdo da presenca e distribuicdo de fémeas do vetor, ndo devem ser usadas como
ferramenta Unica para estimativa do risco de dengue (RESENDE et al., 2013).

A impregnacdo de inseticidas em roupas € um outro exemplo de controle mecénico. O
tratamento das roupas é feito com inseticidas piretrdides (permetrina) que atuam como
repelentes, prejudicando intensamente as habilidades motoras do inseto. Este grupo de
inseticidas age nos canais de sddio dependentes de voltagem, resultando em movimentos
penosos seguidos de espasmos e morte, quando passam muito tempo em contato com 0s
tecidos impregnados (ORSBORNE et al., 2016). A grande desvantagem desse método é que,
a cada lavagem, as roupas vao reduzindo sua protecdo. Kittayapong et al. (2017) sugeriram a
utilizacdo de técnicas incluindo o micro-encapsulamento, como solugéo para este problema.
Neste caso, seria possivel uma ligacdo mais profunda do inseticida com as fibras do tecido,
aumentando a duragéo da protecdo fornecida. Portanto, a utilizagéo dessa ferramenta poderia
se tornar uma intervencdo préatica e econdmica capaz de conferir protecdo contra as doencas

transmitidas pelo inseto.
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2.2.3 Controle quimico

O uso de inseticidas quimicos vem sendo um dos métodos mais frequentemente
utilizados. O primeiro inseticida de efeito prolongado foi o dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT), foi desenvolvido durante a Segunda Guerra Mundial, sendo um dos principais
inseticidas sintéticos da classe dos organoclorados (ROZENDAAL, 1997; BRAGA e
VALLE, 2007). Qutras classes de inseticidas quimicos foram investigadas com o intuito de
apresentarem resultados semelhantes aos organoclorados. E o caso dos organofosforados,
carbamatos e piretroides (BELLINATO et al., 2016). O mecanismo de acdo de cada classe
inseticida é apresentado na Tabela 1.

Apesar de serem eficientes, 0 uso exagerado e indevido desses compostos quimicos
acarreta em um desbalan¢o no ecossistema, em efeitos indesejados a organismos néo-alvo e
na selecdo de insetos resistentes (SANTOS et al.,, 2013). Neste contexto, vem sendo
estimulada a busca por novos métodos alternativos de controle quimicos utilizando plantas,
por exemplo (ARAUJO et al., 2018).

As plantas possuem mecanismos de defesa contra insetos que envolvem sintese,
degradacdo e transformacdo de agentes quimicos, os quais sdo divididos em metabolitos
priméarios e secundarios (SIMOES et al., 2010). Ambos tém sido investigados como possiveis
estratégias de controle, podendo agir como toxinas inseticidas (WAKSMUNDZKA et al.,
2008; UKEH e MORDUE et al., 2009; NAPOLEAO et al., 2013).

Carboidratos, lipideos e proteinas e &cidos nucléicos sdo definidos como integrantes
do metabolismo primario. Os metabdlitos primarios estdo envolvidos em processos quimicos
que intervém diretamente na sobrevivéncia, no crescimento e na reproducdo das plantas.
Caracterizam-se por exercerem uma funcdo metabdlica direta e por serem compostos
essenciais como intermediarios nas vias catabdlicas e anabolicas dos vegetais (GROENIGEN
etal., 2015).
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Tabela 1. Classes de inseticidas sintéticos e seus respectivos mecanismos de acao.

Inseticidas
Classe Exemplo Mecanismo de agéo
Organoclorados Dicloro-Difenil- Atuam sobre 0s canais i0Gnicos
Tricloroetano (DDT) dependentes de voltagem, mantendo-os
abertos continuamente, levando a um
desequilibrio dos ions sodio e potassio
nos axonios, interferindo na transmissao
normal dos impulsos nervosos.
Organofosforados Temephos Atuam inibindo a Acetilcolinesterase
Malation (AChE). A inibicdo de AChE resulta no
Pirimifdés-Metil acumulo de acetilcolina nas juncgdes
Fenitrotion nervosas (ou sinapses), 0 que impede a
interrupcdo da propagacdo do impulso
elétrico.
Carbamatos Propoxur Inibbem a AChE, onde a reagdo
Bendiocarbe envolvida é a carbamilagdo. A inibicdo
da enzima neste caso ocorre de maneira
reversivel, tendo a chance do seu uso
ndo causar a morte do vetor caso seja
administrado em baixas doses.
Piretroides Deltametrina Atuam mantendo abertos os canais de
Lambda-Cialotrina sodio das membranas dos neur6nios.
Cipermetrina Podem atuar de dois diferentes tipos: 1)
Ciflutrina aqueles que, entre outras respostas
Permetrina fisiolégicas, tém um coeficiente de

temperatura negativo; 2) e 0s que
apresentam coeficiente de temperatura

positivo.

Fonte: STINE e BROWN, (1996); SODERLUND e BLOOMQUIST, (1989); LARINI, (1999); TOMLIN,
(2000).
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Metabdlitos secundarios sdo substancias produzidas em pequenas quantidades e
geralmente possuem uma estrutura complexa de baixo peso molecular e desempenham
importantes atividades biologicas, como por exemplo, a funcdo de defesa. Sdo geralmente
diferentes entre os grupos de plantas e sua ocorréncia esta associada a um padrdo sazonal
(COUTINHO, 2013). Além disso, sdo sintetizados em tipos celulares especializados e em
distintos estagios de desenvolvimento, tornando seu isolamento e purificacdo mais
trabalhosos. Os metabolitos secundarios apresentam diversos constituintes quimicos, dentre
eles os compostos fendlicos, os terpenos e os alcaloides. Cada familia, género, e espécie de
plantas produz um ou uma mistura desses constituintes quimicos, cuja presenca pode ser

utilizada como caracteres taxonémicos na classificacdo dos vegetais (TAIZ e ZEIGER, 2009).

2.3 Proteinas como bioinseticidas

2.3.1 Inibidores de proteases

Proteases sao enzimas amplamente distribuidas nos sistemas vivos e representam cerca
de 2 a 4% dos produtos codificados por genes. Atuam na digestdo, na coagulagdo sanguinea,
na defesa contra patdgenos, na replicacdo viral, na cicatrizacdo de feridas, dentre outros
processos. Devido ao carater irreversivel da funcdo de uma protease (a catalise da hidrolise
irreversivel de uma ligacdo peptidica), esta enzima precisa ser firme e finamente controlada,
evitando prejuizos & homeostasia (GONZALEZ-RABADE et al., 2011).

Em todos os seres vivos, a atividade proteolitica endogena é controlada por estratégias
como a regulacdo espacial e temporal, a ativacdo de zimogénios e, em especial, a sintese de
macromoléculas com atividade inibidora de proteases (FARADY e CRAIK, 2010). Em
plantas, os inibidores da atividade proteolitica enddgena podem ser produzidos por células em
tecidos de armazenamento, incluindo as sementes e os tubérculos, mas também podem ser
encontrados em folhas, flores e frutos (CALDERON et al., 2010; KRISHNAN et al., 2015).

Os inibidores de proteases sdo proteinas ou peptideos que blogueiam a atividade de
enzimas proteoliticas, formando complexos estequiométricos cuja auséncia ou redugdo na
atividade catalitica pode resultar em um bloqueio (inibicdo competitiva) ou em alguma
alteracdo (inibicdo alostérica) na conformacédo do sitio ativo da protease (VOLPICELLA et
al., 2011; DIAS et al.,2017). A grande maioria dos inibidores de protease sdo competitivos
(Figura 7A). Os inibidores competitivos se ligam a enzima alvo seguindo um modelo chave-

fechadura, de maneira similar ao substrato. Esse mecanismo padrdo envolve a insercdo de
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uma alca reativa no sitio ativo da enzima, sendo esta complementar a regido de especificidade
para o0 substrato na protease alvo. Uma vez ligada a protease, a “ligacao cindivel” dos
inibidores, diferentemente daquela dos substratos, € hidrolisada de maneira muito lenta, de
modo que os produtos da hidrolise ndo sdo liberados e ligacdo do tipo amida (ligacdo
peptidica) pode ser refeita (FARADY e CRAIK, 2010).

Os inibidores alostéricos (Figura 7B), por sua vez, levam a enzima alvo a um estado
inativo, fechado ou similar a um zimogénio, impedindo a ligacdo entre a enzima e o seu
substrato. Um inibidor alostérico é complementar a pelo menos um dos multiplos sitios da
enzima que regulam a sua atividade. Devido a estes sitios apresentarem sequéncias menos
conservadas do que a de um sitio ativo de uma protease, é esperado que os inibidores

alostéricos mostrem um maior grau de especificidade (FARADY e CRAIK, 2010).

Figura 7. Esquema representando inibidores de proteases competitivos (A) e alostéricos (B).
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Fonte: O autor

Os inibidores de proteases podem ser classificados de acordo com a classe da protease
a qual eles tém afinidade. Nesse aspecto, podem ser classificados como inibidores de
serinoproteases (ex. inibidores de tripsina e de quimiotripsina), inibidores de cisteino
proteases (ex. inibidores de catepsinas como a cruzipaina), inibidores de aspartico proteases
(ex. inibidores de pepsina e quimosina), inibidores de metalo proteases (ex. inibidores
teciduais de metaloproteinases, os TIMPS) e inibidores de treonina proteases (ex. inibidores
do proteossoma 20S) (LUCENA, 2010).

Os inibidores de serinoproteases sdao 0s mais estudados. Ha diversos inibidores de
serinoproteases (de origem vegetal) conhecidos e parcialmente caracterizados que inibem a

atividade de enzimas proteoliticas, exercendo um papel chave nos processos digestivos em
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insetos, como é o caso da tripsina (AGHAALI et al., 2013). A importancia e a distribui¢do
dessa enzima nos diferentes grupos taxonémicos tém estimulado a busca por inibidores de
tripsina para o controle de populacdes de insetos-praga de importancia agricola ou médica
(PONTUAL et al., 2017; SINGH et al., 2018).

Uma vez que o sitio ativo das proteases € fortemente conservado ao longo da
evolugéo, os inibidores produzidos por grupos taxondmicos distantes com o objetivo de
controlar a atividade proteolitica enddgena sdo muitas vezes complementares a alguma
sequéncia no sitio ativo de enzimas expressas por outros grupos taxonémicos (FARADY e
CRAIK, 2010). Por exemplo, quando ingeridos por insetos, os inibidores de proteases
exogenos se ligam ao sitio ativo de enzimas proteoliticas enddge nas inibindo a interagcdo com
0s substratos e acarretando em perda da funcdo proteolitica ao nivel do intestino. Como
resultado, podem ocorrer efeitos deletérios severos que incluem prejuizos ao processo de
digestdo, diminuicdo da biodisponibilidade de aminoacidos e dificuldade na absorcéo de
nutrientes, o que geralmente leva o inseto a morte por inanicio (RAMOS et al., 2009;
PONTUAL et al., 2014).

Tripsina é uma serinoprotease, ou seja, apresenta no seu sitio ativo a triade catalitica
(representada pela serina, histidina e apartato) (Figura 8), a qual se destaca pela distribuicéo
ubiqua nos seres vivos. Proteases com atividade tripsina-simile sdo expressas por vegetais,
por microrganismos e por animais, incluindo os insetos; Essa distribuicdo ubiqua é
responsavel pela toxicidade dos inibidores de tripsina para microrganismo e, em especial, para
insetos (BHATTACHARYYA et al., 2007; KHANGEMBAM & CHAKRABARTI, 2015).

Figura 8. Representacdo da triade catalitica do sitio ativo das serinoproteases

Fonte: EREZ, FASS e BIBI, 2009

A atividade inseticida de inibidores de proteases tem sido relatada em varios estudos.

Larvas de Hyphantria cunea, praga que causa sérios danos a arvores ornamentais e amoreiras,
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tiveram seus intestinos removidos e utilizados como fontes de atividade enzimatica. As
preparaces contendo atividade proteolitica foram incubadas com inibidor de protease de
sementes de Lathyrus sativus L. (ervilha), o qual foi capaz de inibir em 34,72% e 100% das
atividades de proteases totais e tripsina-simile, respectivamente (AGHAALI et al., 2013).

O inibidor de proteases extraido de bulbo de alho (Allium sativum) inibiu proteases
digestivas do intestino médio de larvas de 3° instar de Ae. aegypti e causou atraso no
desenvolvimento ou levou as larvas a morte (CLso=50,827 pg / mL) (SHAMSI et al., 2018).
Similarmente, Dias et al. (2017) mostraram que o inibidor de tripsina de sementes de Cassia
readndra (CI T1) promoveu toxicidade aguda nas larvas de 3° instar de Ae. aegypti, com uma
CLso de 2,28 x 10 2 M e também causou um atraso no desenvolvimento larval.

O tratamento com inibidores de tripsina isolados de sementes de Inga vera e de
Clitoriafair childiana reduziu a taxa de sobreviventes de Anagasta kuehniella, ou acarretou
em retardo no crescimento/desenvolvimento e na emergéncia de individuos malformados.
(DANTZGER et al., 2015; BEZERRA et al., 2016).

Pontual et al. (2012) demonstraram que extrato aquoso de flores de Moringa oleifera,
contendo inibidor de tripsina (MoFTI), apresentou atividade larvicida contra Ae. aegypti no
segundo, terceiro e quarto instares larvais, bem como reduziu a atividade de tripsina no
intestino das larvas. Quando isolado, MoFTI promoveu mortalidade das larvas recém-
eclodidas, com CLsp de 0,3 mg/mL e inibiu o crescimento (CMI de 0,031 mg/mL) ou
eliminou (CMB de 1,0 mg/mL) simbiontes do intestino das larvas (PONTUAL et al., 2014).

2.3.2 Lectinas

O termo lectina vem do latim “legere” que significa escolher, selecionar; uma
referéncia a especificidade de seus dominios ativos. Essas proteinas, que podem conter uma
porcdo glicidica ou ndo, possuem pelo menos dois dominios ndo cataliticos de ligacdo
reversivel e especifica a carboidratos. Essa ligacdo envolve interagdes fracas, incluindo pontes
de hidrogénio, forcas de van der Waals e interacbes hidrofobicas (LAM e NG, 2011,
PROCOPIO et al., 2017). As lectinas, mesmo quando estdo envolvidas com a atividade
imune, ndo sdo produzidas em resposta ao contato com antigenos, 0 que as distingue dos
anticorpos (COELHO et al., 2017).

A capacidade de reconhecer carboidratos permite as lectinas estabelecerem ligagoes
com glicoconjugados presentes na superficie de diferentes tipos celulares, causando a

aglutinacdo das células através de uma ligacéo cruzada. Quando essa ligacdo cruzada acontece
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entre lectinas e eritrécitos, € formado um padrdo conhecido como malha de hemaglutinacéo
(Figura 9) (LIMA et al., 2018).

Figura 9. Esquema representativo da ligagdo cruzada entre lectinas e eritrdcitos, formando uma malha de

hemaglutinag&o.
Eritrécitos evidenciando carboidratos
da superficie da membrana

@ Lectina com seus dois sitios de
ligag&o a carboidratos

Adaptada de Lima et al. (2018)

Amplamente distribuidas na natureza, as lectinas sdo expressas por células vegetais,
animais e microrganismos, e tém sido descritas como agentes citotoxicos, antitumorais,
imunomoduladores, antimicrobianos, antiparasitarios e inseticidas (ALBUQUERQUE et al.,
2014; LIMA et al., 2018; MEDEIROS et al., 2018; PROCOPIO et al., 2018; SILVA et al.,
2018; RAMOS et al., 2019).

A atividade inseticida de lectinas (Figura 10A) tem sido atribuida: (1) a resisténcia a
atividade proteolitica no intestino dos insetos; (2) a interagdo com componentes da membrana
peritréfica, alterando as suas propriedades; (3) a ligacdo entre as lectinas e células do epitélio
intestinal dos insetos, danificando o potencial transmembrana e prejudicando a absorcdo de
nutrientes; (4) a complexacdo com o alimento ingerido impedindo sua digestdo e absorcdo e
(5) a ligacdo com moléculas de enzimas digestivas dos insetos, causando desbalanco da sua
atividade (PAIVA et al., 2012; NAPOLEAO et al., 2018).



35

Figura 10. Mecanismo de acdo inseticida proposto para lectinas ao nivel do intestino médio de insetos. (A) As
lectinas podem interagir com (1) a quitina ou glicoproteinas da membrana peritréfica, (2) moléculas na
superficie das células epiteliais do intestino, (3) enzimas digestivas, (4) componentes da dieta. (B) No epitélio do
intestino médio, as lectinas podem interagir com proteinas de membrana, glicosiladas (1) ou nédo (2), que podem
ter a fungdo de transporte (3), e acarretar na endocitose das lectinas (4). (C) Ligacgdo da lectina a receptores de
membrana com ativacdo de morte celular apoptética ao nivel da mitocondria (1). A apoptose acarreta no
encolhimento celular, formagdo de bolhas nas membranas e condensagdo da cromatina (2), que evolui para
fragmentacdo do nucleo, protrusdes de membrana extensas e vazamento de conteldo citoplasmatico (3).
Finalmente, o fragmento de células resulta em corpos apoptéticos e detritos que se acumulam no limen do
intestino (4).
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Fonte: Napoledo et al. (2018)

Ao atravessar a membrana peritrofica e atingir o epitélio do intestino médio dos
insetos, as lectinas podem interagir com proteinas de membrana que sejam glicosiladas ou ndo
glicosiladas (Figura 10B). Esta associacdo pode acarretar em respostas intracelulares que
envolvem alteragBes na secrecdo de enzimas e de hormonios, ou na modificagdo da expressao
de outros genes, por exemplo. Ainda, as lectinas podem se ligar a proteinas transportadoras de
membrana, alterando a permeabilidade celular e a absorcdo de nutrientes, ou serem
endocitadas. Além disso, as lectinas podem se ligar a receptores de membrana desencadeando
cascatas de reacdo que irdo ativar a mitocondria, levando a morte celular por apoptose. Este
processo pode levar ao encolhimento das células do epitélio, na formacdo de bolhas nas

membranas e na condensacdo da cromatina, podendo o dano evoluir para a presenca de
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fragmentacdo nuclear, de protrusbes na membrana e de extravasamento de contetdo
citoplasmatico. Os fragmentos de células podem promover na formagdo de corpos apoptoticos
e de muitos detritos que vao se acumulando no limen intestinal (Figura 10C). Esse conjunto
de mecanismos envolvidos com a atividade inseticida das lectinas, pode acarretar em
prejuizos aos processos de digestdo, absor¢cdo de nutrientes, sinalizacdo celular e transporte
(NAPOLEAO et al., 2018).

Uma lectina (MuLL), purificada a partir do extrato salino de folhas de Miracrodruon
urundeuva, apesar de ndo causar a mortalidade de adultos de Sitophilus zeamais, exerceu forte
efeito deterrente alimentar e prejudicou a nutricdo destes insetos, o que foi refletido pela perda
de biomassa. MuLL foi ainda capaz de interferir na atividade de enzimas digestivas,
reduzindo a atividade de proteases totais, tripsina, fosfatases e amilases (NAPOLEAO et al.,
2013).

A lectina isolada da casca de Crataeva tapia (CrataBL) causou reducdo de 39% na
atividade de cisteino proteinases do intestino de larvas de Callosobruchus maculatus,
importante praga do feijdo-caupi. Também foi observada pela conjugacdo CrataBL-FITC
(Isotiocianato de fluoresceina) a sua capacidade de ligacdo a glicoproteinas do intestino das
larvas. Os autores concluiram que essa ligacdo afeta o metabolismo larval, devido ao
complexo CrataBL-FITC ter sido encontrado no corpo gorduroso, nos tabulos de Malpighi e
nas fezes das larvas tratadas, demonstrando assim o potencial desta proteina para controlar
populacdes de C. maculatus (NUNES et al., 2015).

A lectina soltvel em agua de sementes de M. oleifera (WSMoL) foi agente larvicida
contra Ae. aegypti. A atividade larvicida da WSMoL esté4 provavelmente relacionada com sua
ligacdo a glicoconjugados presentes na matriz peritréfica e no epitélio intestinal das larvas
(COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2012). Agra-Neto et al. (2014) demonstraram que
WSMoL causou desbalanco na atividade de enzimas digestivas e detoxificantes de L4 de Ae.
aegypti. Santos et al. (2018) avaliaram a influéncia da irradiagdo gama na atividade da
WSMoL contra Ae. aegypti, e concluiram que uma dose baixa de irradiagdo gama (10 mGy)
pode ser usada para melhorar os efeitos deletérios de WSMoL para larvas e embrides de Ae.

aegypti, enquanto que uma dose mais alta (10 Gy) prejudica a atividade inseticida da lectina.
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2.4 Plectranthus barbatus

Plectranthus barbatus (familia Lamiaceae), é uma espécie distribuida pela Africa,
Asia, Australia e América do Sul, sendo uma das espécies mais comumente utilizadas do
género Plectranthus, que conta com mais de 300 espécies (LUKHOBA et al., 2006). No
Brasil é popularmente conhecida como falso-boldo, malva-santa e boldo silvestre. Trata-se de
um arbusto aromatico perene que pode chegar até 2 m de altura. Suas folhas séo aveluladas,
simples, opostas, de bordas dentadas, medindo de 5 cm a 8 cm. Caule amarelo-acinzentado
bastante rugoso, pouco ramificado, com ramos quadrangulares. As flores apresentam
coloragéo azulada e crescem em racemos (espigas) que surgem na estacdo chuvosa (Figura
11) (LORENZI e MATOS, 2002).

Figura 11 - Plectranthus barbatus
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Fonte: LORENZI e MATQOS, 2002

Na medicina popular, é utilizada a infusdo e decocto de suas folhas para o tratamento
de diversas doencgas. As infusfes aquosas de folhas de P. barbatus contém muitos compostos
antioxidantes e apresentam atividades antiinflamatorias, antimicrobianas e antifungicas;
enquanto as decocgbes de folhas apresentam uma elevada atividade inibidora de
acetilcolinesterase (LUKHOBA et al., 2006)
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Diversos tipos de compostos ja foram isolados de diferentes partes da planta de P.
barbatus, onde encontram-se diterpendides, &leos essenciais, flavonoides, saponinas,
antraquinonas e taninos (LUKHOBA et al., 2006). Albuguerque et al. (2007) isolaram a
barbatusina um importante diterpendide que esta em maior quantidade nas folhas da planta e
que tem atividade antitumoral comprovada. Ainda entre os diterpendides, forskolin
(encontrados nas raizes de P. barbatus) é uma substancia que ganhou grande interesse na
industria farmacéutica, devido as suas propriedades biologicas, tais como: hipotensiva,
antimetastase e broncodilatador. No entanto, sua natureza insolivel em &agua limita sua
utilidade clinica (ALASBAHI e MELZIG, 2010). Além disso, outros metabdlitos secundérios
com atividades bioldgicas foram registrados. Kerntopf et al., (2002) isolaram o constituinte
quimico (a-pineno) a partir de folhas frescas de P. barbatus. Resultado semelhante foi
descrito por Govindarajan et al, (2016) que destacaram o potencial do a-pineno, do eugenol e
do B-cariofileno em folhas frescas de P. barbatus como agentes larvicidas contra Anopheles

subpictus, Ae. albopictus e Culex tritaeniorhynchus.
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Abstract

The bite of Aedes aegypi females can transmit arboviruses including dengue, chikungunya,
zika and yellow fever. The population control of this vector is the main strategy for reduce the
spreading of these diseases. In the present work, The Plectranthus barbatus leaf saline extract
(SE), decoction and infusion were studied for their effects on the survival of Ae. aegypti third
instar larvae (Ls), as well as for the presence of lectins and trypsin inhibitors. The effect of SE
on digestive proteases, peritrophic membrane, morphophysiology and histochemistry of L3
midgut are reported. In addition, the in vitro growth of the gut microbiota and the
melanogenesis of larvae treated with SE were investigated. SE Killed L3 (LCso of 0.48%, wi/v),
as well as contained a ribose/galactose binding lectin and trypsin inhibitory activity. The
decoction and infusion did not interfere in Ls survival. SDS-PAGE revealed the presence of
three polypeptide bands (34, 63 and 66 kDa), which resisted to the hydrolysis by Lz gut
proteases (27.2 U/mg). The incubation of SE with L3z gut proteases did not alter the activities
of lectin and trypsin inhibitor, but inhibited the larval enzymes. The permeability of Ls
peritrophic membrane was increased by SE at the concentration of 0.48%, which may have
prevented the larvae from passing into the fourth instar. The morphology of larval midgut was
not affected by SE, but the content of neutral polysaccharides in epithelial cells was reduced.
SE stimulated the in vitro overproliferation of the Lz midgut microbiota, and increased the
production of melanin by the larvae. The heating (100° C, 5h) of SE resulted in an increase in
its activities, including the toxicity to La. In conclusion, the larvicidal activity of SE may be
linked to the activities of lectin and trypsin inhibitor and can involves the inhibition of
digestive proteases, damage to larval physiology and dysbiosis. The findings reported here
points SE as a larvicidal agent against Ae. Aegypti Las.

Keywords: Dengue vector, indian coleus, larvicidal effect, gut microbiota, melanogenesis.
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1. Introduction

Aedes aegypti females have an aggressive and daytime hematophagous behavior, and
their bites can transmit arboviruses such as dengue, chikungunya, zika and yellow fever
(WHO, 2018a). The biological cycle of A. aegyti comprises the stages of eggs, four larval
instars, pupa and adult (Murray et al., 2013; Tsunoda et al., 2014). The absence of vaccines
against chikungunya and zika fever, and the serious restrictions of the vaccine against dengue
points the population control of Ae. aegypti as the main strategy to eradicate these arboviruses
(Aguiar et al., 2017; WHO, 2017, 2018b).

The conventional control of Ae. aegypti uses synthetic compounds, such as temephos,
which have contributed to the selection of resistant insect populations (Zara et al., 2016). In
this sense, natural products, including plant extracts have been considered promising, because
they are complex mixtures whose action involves different mechanisms, preventing the
emergence of resistance; in addition, plant extracts usually show a higher degree of
biodegradability and are less toxicity to non-target species (Pontual et al., 2012).

Plectrantus barbatus (Lamiaceae) is popularly known as falso-boldo in Portuguese,
Forskohlii in English, Cdleo in Spanish, Coléus a Forskoline in French. In folk medicine, its
leaves are used as an infusion against digestive disorders, gastritis, liver disease, bronchitis
and pneumonia, among other pathologies (Lukhoba et al., 2006). It was previously reported
that secondary metabolites of P. barbatus leaves were toxic to larvae of Anopheles subpictus,
Aedes albopictus and Culex tritaeniorhynchus (Govindarajan et al., 2016). An extract of P.
barbatus leaves in distilled water was toxic to Ae. aegypti L4 (LCso of 0.61 mg/mL), but no
insights into the mechanisms involved in this action is provided (Musau et al., 2016). These
reports motivated the experimental design described in the presente work.

Here, SE, infusion and decoction of P. barbatus leaves were studied for larvicidal
effect against Ae. aegypti third instar larvae (Ls), as well as for the presence of lectins and
trypsin inhibitors. Then, the most active preparation (SE) was investigated for the effect on
digestive proteases, permeability of peritrophic membrane, morphophysiogy and

histochemistry of midgut, growth of commensal microbiota and melanogenesis of L.

2. Materials and methods

2.1 Preparation of SE, decoction and infusion of P. barbatus leaves
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Leaves of P. barbatus were collected in the Jardim Botanico do Recife (Pernambuco,
Brazil) under the registry AF99882 from the Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen). The leaves were detached from
their petioles and immediately used in the extraction procedures described below.

In order to obtain SE, P. barbatus leaves were air dried (28° C for 15 days).
Following, the leaves were powdered a blender (Philco, PH900), and the powder (10 g) was
mixed with 0.15 M NaCl (100 mL) for 16 h at 28° C under magnetic stirring. The mixture was
filtered through gauze and centrifuged (3000 g, 28 °C, 15 min) aiming to remove debris from
leaf tissue and suspended material. The clear supernatant was collected and corresponded to
SE.

For preparation of the decoction, fresh leaves (10 g) were added in boiling (100° C)
distilled water (100 ml) and the mixture was cooked during 15 min. After filtration and
centrifugation (3000 g, 28° C, 15 min), the collected supernatant corresponded to the
decoction.

To prepare the infusion, 100 mL of distilled water was boiled. Immediately after the
end of the heating, the fresh leaves (10 g) of P. barbatus were deeped in the hot (100 °C)
distilled water and maintained at rest in a glass vessel during 24 h at 25 °C. Next, the mixture
was filtered and centrifuged (3000 g, 28° C, 15 min) and the supernatant corresponded to the
infusion.

SE was dialysed (6 h) against distilled watter and lyophilized (-45° C; vacuum of 300
umHg below atmospheric pressure) to dryness for 24 h in a LIOTOP freeze-dryer model
L101 (Liobras, Séo Carlos, Brazil). Next, SE was ressuspended in 0.15 M NaCl to the
concentration of 1.36% (dry weight/volume). Decoction and infusion were also lyophilized as
described for SE and ressuspended in distilled water to concentrations of 1,1% or 1.8% (w/v),
respectively. Next, all samples were stored at -4° C before being used for the next

investigations.

2.2 Larvicidal activity of P. barbatus leaf preparations against Ae. aegypti L3

The breeding of Ae. aegypti mosquitoes was maintained at the Laboratério de
Ecologia Quimica of the Departamento de Quimica Fundamental from the Universidade
Federal de Pernambuco (Recife, Brazil). Ae. aegypti eggs were immersed in tap water at 25 +
2° C. After hatching, the larvae were reared with cat food (Whiskas®) and the third instar

larvae (Ls) were used in the bioassays.
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The larvicidal activity of SE, decoction and infusion at concentrations ranging from
0.39 to 1.3% (w/v) was investigated following the procedure described by Navarro et al.
(2003). Twenty Lz were placed into 50 mL glass beakers containing 20 mL of the samples and
the assay was maintained for 48 h at 27 + 2° C under a 12-12 (light-dark) photoperiod. SE
(0.48%, w/v) was also investigated for larvicidal activity after heating at 100° C during 5 h
(heated SE). 0.15 M NaCl or distilled water were used as control solutions. Three independent
experiments run in quadruplicates and the mortality rate (%) was recorded after 48 h.

The data were expressed as a mean of replicates + standard deviations. Significant
differences between the treatments were analyzed by Student’s t-test (significance at p < 0.05)
using the Origin 6.0 program. The lethal concentrations of SE required to kill 20% (LCxo),
50% (LCso), and 90% (LCg0) oOf L3 in 48 h were determined by probit analysis with a
reliability interval of 95% using the computer software MedCalc version 17.9.7 (MedCalc

Software bvba, Belgium).

2.3 Characterization of P. barbatus leaf preparations for protein concentration and
hemagglutinating and trypsin inhibitory activities

The protein content was quantified according to the procedure described by Lowry et
al. (1951), using a curve of bovine serum albumin (31.25-500 pg/mL) as standard.

The presence of lectins was investigated through the hemagglutinating assay carried
out in 96-well V-bottom microplates (TPP-Techno Plastic Products) as described by
Napoledo et al. (2012). Erythrocytes were collected from rabbits using a method approved by
the Ethics Committee on Animal Experimentation of the Universidade Federal de
Pernambuco (process 23076.033782/2015-70). The erythrocyte suspension was treated with
glutaraldehyde according to Bing et al. (1967). Fifty uL of the samples (SE, decoction or
infusion) were serially two-fold diluted in 0.15 M NaCl (50 pL) and then incubated with the
suspension of rabbit erythrocytes. One hemagglutination unit (HU) was defined as the
reciprocal of the highest dilution of the sample that promotes full agglutination of
erythrocytes. Specific hemagglutinating activity (SHA) was determined by the ratio between
the HU and the total protein content (mg) in the assay. The inhibition of hemagglutinanting
activity was investigated using the monosaccharides fructose, N-acetylglucosamine, glucose,
glucopyranose, mannose, ribose and galactose at the concentration of 0.2 M.

The presence of trypsin inhibitor activity was assayed in 96-well microtiter plates
(TPP-Techno Plastic Products) according to Pontual et al. (2014). A bovine trypsin solution
(5 pL, 0.1 mg/mL) in 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 containing 0.02 M CaCl, was incubated (5 min,



45

37 °C) with SE (0.02-0.2%, wi/v, 10-50 pL), decoction (0.02-0.18%, wi/v, 10-50 pL) or
infusion (0.05-0.3%, w/v, 10-50 pL) in Tris-HCI pH 8.0. Then, the synthetic substrate N-a-
Benzoyl-DL-arginine p-nitroanilide hydrochloride (8.0 mM BApNA), diluted in dimethyl
sulfoxide, was added (5uL) and the mixture was incubated (30 min, 37 °C). The substrate
hydrolysis was followed by measurement of absorbance at 405 nm. Blank reactions were
performed under the same conditions, in absence of the substrate or the enzyme. One unit of
trypsin inhibitor activity was defined as the amount of inhibitor that decreases the absorbance
in 0.01 after 30 min at 37 °C, regarding the control (Pontual et al., 2014). The sample
concentrations able to cause a 50% reduction in the enzyme activity regarding the control
(ICs0) were determined by probit analysis with a reliability interval of 95% using the
computer software MedCalc version 17.9.7 (MedCalc Software bvba, Belgium). The sample
with the highest hemagglutinating and trypsin inhibitor activities (SE) was selected for the
conduction of the ensuing assays. The heated SE was also investigated for protein
concentration, hemagglutinating and trypsin inhibitor activities.

2.4 Obtaining the Ae. aegypti L3z gut extracts

Ae. aegypti Lz (n = 100) were immobilized by hypothermia (4° C, 10 min) and their
midguts were removed using a needle and immediately homogenized with 0.1 M Tris-HCI pH
8.0 (1.0 mL) with a tissue homogenizer. The mixture was centrifuged (9,000 xg, 4° C, 15
min) and the supernatant corresponded to the L3 gut extract, which was used as a source of Ls

digestive enzymes.

2.5 Investigation of the proteolytic activity of L3 gut extract

The measuring of proteolytic activity was performed according to Pontual et al.
(2012). The Lz gut extract (250 pg of protein) was added to 0.1 M sodium phosphate buffer
pH 7.5 (300 pL), 0.6 % (w/v) azocasein (50 pL) and 0.1 % (v/v) Triton X-100 (100 pL). After
incubation (37 °C, 3 h), the reaction was stopped with 10 % (v/v) trichloroacetic acid (200
uL) and the assay was incubated (4 °C, 30 min). Next, the mixture was centrifuged (9,000 g,
10 min) and the absorbance (366 nm) of the supernatant was determined. One unit of protease

activity corresponded to the amount of enzyme that gave an increase of 0.01 in absorbance.

2.6 Investigation of SE for the presence of polypeptides resistant to hydrolysis by L3 digestive

enzymes
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The proteins present in SE and its resistance to hydrolysis by commercial trypsin and
proteases from Lz gut were investigated. SE (500 pg of protein) was incubated (37° C) or not
with the L3 gut extract (100 pg of protein) by 40 min, 24 h and 48 h. After each incubation
time, the mixtures were heated (100° C, 20 min) aiming to inactivate the proteolytic activity
of L3 gut extract. The control received the saline extract and Tris-HCI buffer in absence of Ls
gut extract. These reaction mixtures were investigated for the electrophoresis profile,
hemagglutinating ability and trypsin inhibitory activity.

Aliquots from the reaction mixtures (20 puL) were analyzed in a 10% polyacrylamide
gel electrophoresis containing sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) according to Laemmli
(1970). After migration, the gel was stained with Coomassie brilliant blue in acetic acid 10%
(0.02%, v/v). Molecular mass markers ranging from 12 to 225 kDa were used to obtain a
standard curve relating the molecular mass and the migration (cm) in the gel.

Aliquots (50 pL) of each reaction mixture were also separated to investigate the
hemagglutinating ability as described in 2.3 section. The trypsin inhibitory activity was
evaluated using 20 pL of each mixture (corresponding to SE at 1Csp), as described above.

The effect of SE and heated SE on the total proteolytic activity from Lz gut extract was
measured by adding the samples (100 pL) at 0.5, 0.8 or 1% (w/v) to the reaction mixture as

described in the 2.5 section.

2.7 Effect of SE on the permeability of peritrophic membrane of Ae. aegypti Ls

The effect of SE and heated SE on the permeability of L3z peritrophic membrane was
evaluated according adaptations from Edwards and Jacobs-Lorena (2000). Groups of Lz (n =
80) were treated as described in 2.2 section with the samples at 1.36% (w/v) or with the
control solution (0.15 M NaCl) and fed with activated charcoal (0.01%, w/v in distilled
water). After 48 h incubation, the larvae were removed from the test and washed with distilled
water. Next, the larval guts were dissected and carefully removed with the help of a needle (8
mm length; 0.3 mm caliber), placed in sodium phosphate buffer (5 mL) (0.1 M pH 7.0,
containing 0.15 M NaCl) and immediately photographed using a 6.8 x magnification
stereomicroscope (Leica MZ6). Only the larvae that remained alive were used in this

experiment.

2.8 Histological and histochemical analyses
Ae. aegypti Lz (20 for each treatment) were incubated in SE or heated SE at 0.48% or

in control solution (0.15 M NaCl) as described in 2.2 section for the larvicidal assay. After 48
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h of exposure, the Lz guts were dissected by pulling on the last abdominal segment using a
needle (8.0 mm long, 0.3 mm caliber) and immediately fixed in 10% (v/v) buffered formalin
by 24 h. Next, the midguts were preserved in 70% (v/v) ethanol and afterwards separated,
dehydrated in an increasing series of ethanol (70-100%, for 10 min each) soaked in
ethanol/historesin (1:1) for 24 h, and later included in pure Leica historesin for further 24 h.
Then, 5.0-um thick sections were obtained using a Leica RM 2035 semiautomatic microtome.

In histochemical analysis, the detection of neutral polysaccharides and total protein
content were performed using the Schiff-periodic Acid (PAS) and Ponceau XylidineB,
respectively. The histological and histochemical analysis were both performed using an light
microscope (OLYMPUS BX-49), and photographed with a photomicroscope (Leica® DM500
and OLYMPUS BX 51). Next, the images were analysed using the program GIMP® 2.8
image editor (GNU Image Manipulation Program) aiming to estimate the amount of neutral
polysaccharides and proteins. This program converts digital images to a gray scale (black and
white) allowing the measurement of the pixel values in tissue marked (Solomon 2009). The
results expressing the protein and neutral polysaccharides were submitted to the normality and
homogeneity test. For each treatment, 3 slides of different individuals were analysed, 4 fields
of each slide were measured, totaling 12 fields per group. The statistical treatment was
performed using the SAS program (SAS Institute 2002). The data assumed were submitted to
ANOVA and the averages were compared using the Tukey test (P < 0.5).

2.9 Effect of SE on the growth of microbiota of Ae. aegypti Lz midgut

The culture of microbiota from midgut of Ae. aegypti L3 was performed as described
by Pontual et al. (2014). Groups of Lz (10 larvae) were immersed (5 s) in a 70 % ethanol
solution (5 mL) for sterilization of their surface. Next, the guts were dissected and
homogenized in sterile 0.1 M phosphate buffer (0.1 mL) pH 7.4. The homogenates were
added to 100 mL Mueller Hinton (MHB) in an Erlenmeyer. The mixture was shaken (200
rpm) at 37 °C during 24 h. All this procedure was carried out in a biosafety cabinet. After, the
culture optical density was adjusted turbidimetrically at a wavelength of 600 nm (ODsoo) to
108 colony forming units (CFU)/ml, compared with a 0.5 McFarland turbidity standard. The
bacterial suspension used in antibacterial assay was prepared by diluting (1/1,000) a 10°
colony forming units (CFU) overnight culture in NB.

To investigate the effect on microbiota from Lz gut, SE or heated SE (100 pL, 0.008—
16.7 mg/mL) were mixed with the suspension (80 puL) of Lz gut microbiota. Next, the
microtiter plates were maintained at 37 °C during 24 h. After the incubation time, the ODeoo
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was measured using a microplate spectrophotometer. In control groups, the bacterial
suspension was incubated with 100 uL of a 0.15 M NaCl solution. The minimum inhibitory
concentration (MIC) corresponded to the lowest sample concentration at which there was a >
50% reduction in ODego regarding the control (Amsterdam 1996). Three independent assays

were conducted in triplicate.

2.10 Melanization

The effect of SE in the production of melanin due to a possible dysbiosis was
measured according to the procedure previously described by Scorzoni et al (2013) with
modifications. Groups of L3z (n=20) were immersed in a SE or heated SE solution (0.48%)
before and after heating, or in control solution (0.15M NaCl) for 48 h as described in the 2.2
section. After this time, the hole larvae were homogenized with 1 mL of Phosphate buffered
saline (0.1 M, pH 7.5) containing Phosphate buffered saline, glutathione (L- g glutamyl-L-
cysteinyl-glycine, GSH) (1.0 mM) to inhibit melanization due to larval manipulation. The
mixture was centrifuged (9,000 x g, 4 °C, 15 min) and the absorbance (405 nm) of the
collected supernatant was determined to measure the melanin content. Melanin content in
treated larvae was expressed as percentage in regards to the control group (L3 unexposed to

the leaf extract).

3. Results and discussion

The investigations reported in this work were encouraged by the involvement of Ae.
aegypti as a vector of important American tropical endemics and by the need for new
insecticidal preparations for use in rotation schemes, preventing the emergence of resistant
insect populations (Donalisio et al., 2017; WHO, 2018).

Here, we have tested the hypothesis that the preparations of P. barbatus leaves may be
toxic to Ae. aegypti larvae and that this effect can be linked to the presence of insecticidal
proteins (lectins and trypsin inhibitors). To test this hypothesis, the sensitivity of the third
instar Ae. aegypti larvae (L3) to SE, decoction and infusion of P. barbatus leaves was
investigated.

The larvicidal assay showed that no mortality of Lz was detected after 24-h incubation
with the preparations of P. barbatus leaves. On the other hand, Lz died after 48 h exposure to
SE, but their survival was not affected by the treatment with the decoction or infusion. The SE

concentrations that kill 20, 50 and 90% of L3 are shown in Table 1.
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It was previously reported that other preparations of P. barbatus leaves were toxic to
culicid larvae. For example, the essential oil of P. barbatus leaves, whose the major
constituents were eugenol (31.12%), a-pinene (19.38%) and p-caryophyllene (18.42%), killed
third instar larvae of Anopheles subpictus, Aedes albopictus and Culex tritaeniorhynchus
(Govindarajan et al, 2016). These authors showed that eugenol, a-pinene and B-caryophyllene
were the larvicidal principles in the essential oil, since were able to kill the larvae when
isolated.

It is known that apolar compounds accumulate in the adipose tissues of living
organisms due to their slow partitioning in lipids, resulting in a longer body retention time.
Instead, polar compounds tend not to accumulate in the biota due to their low lipoaffinity
(Walker et al., 2008; Santana et al., 2016). From this point of view, the water solubility of
compounds in SE represents an advantage in comparison with the nonpolar synthetic
insecticides.

Once SE was performed in water, we wonder if proteins could have been extracted,
and among them lectins and trypsin inhibitors, which were reported to be toxic to insect
larvae (Pontual et al., 2014; Oliveira et al., 2017). SE was able to agglutinate rabbit
erythrocytes (Table 2) and this activity was reduced when the assay was performed in the
presence of the monosaccharides fructose, N-acetylglucosamine, glucose, glucopyranose and
mannose (Table 3). Additionaly, in the presence of ribose and galactose, the hemagglutinating
activity of SE was abolished. Together, these data indicate that SE contains one or more
ribose/galactose specific lectin whose activity was affected by the interaction between their
carbohydrate-binding sites and monosaccharides (Almeida et al., 2020). The presence of
trypsin inhibitory activity was also detected in SE (Table 2). To the best of our knowledge,
this is the first report of the expression of lectins and trypsin inhibitors in P. barbatus leaves.

Since SE killed Lz and contained lectins and trypsin inhibitors, we wondered whether
these proteins would be involved in the larvicidal effect reported here. Aiming to answer this
question the presence of lectins and trypsin inhibitors in the non-larvicidal decoction and
infusion was evaluated. Curiously, the lectin activity was absent in both preparations, but the
activity of the commercial trypsin was inhibited by them (Table 2). Despite this, SE was the
most active, as may be noted by the lower ICso value (Table 2).

The polypeptide profile of SE in SDS-PAGE was assayed and two main peptide bands
with a molecular masses of approximately 66 and 63 kDa, and another band much less intense
with about 34 kDa were detected (Figure 1A, lane 1). In an attempt to indicate which one

correspond to the trypsin inhibitor, SE was submitted to SDS-PAGE after incubation with



50

commercial trypsin and, interestingly, the polypeptide profile of SE remained unchanged
(Figure 1A, lane 2). This result suggest that polypeptides of SE are proteinaceous trypsin
inhibitors where at least one of then have lectin activity, or that they represent three subunits
from a protein with carbohydrate-binding and trypsin inhibitor domains.

It is well reported that lectins can modulate the activity of proteases, including trypsins
from insects (Napoledo et al., 2018). The water soluble Moringa oleifera lectin (WSMoL)
stimulated the activity of total proteases and trypsin-like enzymes from gut of A. aegypti
organophosphate-susceptible larvae, while the coagulant M. oleifera lectin (cMoL) was able
to inhibit both the activities (Agra-Neto et al., 2014). The lectin from Schinus terebinthifolia
leaves (SteLL) inhibited the proteolytic activity from the midgut of maize weevil (Sitophilus
zeamais) (Camaroti et al., 2018). These reports stimulated us to investigate if the trypsin
inhibitory activity of SE could be able to inhibit the trypsin activity from the midgut of Ae.
aegypti Las.

The L3 gut extract was ontained with proteolytic activity of 27.2 U/mg, which was
inhibited by SE (Figure 1B). In order to confirm this datum, the polypeptide profile of SE was
analyzed through SDS-PAGE after incubation with the Ls gut extract. This analyze
demonstrated that SE polypeptides resisted to hydrolysis by Lz gut proteases (Figure 1A, lane
3).Therefore, this datum suggest that the inhibition of larval digestive proteases may be
involved in larvicidal mechanism of SE.

Since there was no damage to the primary structures of SE polypeptides after
incubation with the Lz gut exract, the hemagglutinating and trypsin inhibitor activities were
evaluated. Both activities were not affected after 40 min, 24 h and 48 h under the presence of
the larval digestive proteases (Table 4). This datum may indicates that the carbohydrate-
binding and trypsin inhibitor domains of SE polypeptides may remain active upon reaching
the midgut of L.

Aiming to investigate the involvement of SE proteins in the mortality and inhibion of
Lz gut proteases, the heated SE was evaluated for hemagglutinating, trypsin inhibitor and
larvicidal activities, as well as for the effect on the activity of proteases from larval gut. The
results can be seen in Table 5 and revealed that the lectin and trypsin inhibitor activities were
potentiated in SE after heating. Similarly, the larvicidal activity of heated SE at 0.48% (LCso
for the unheated extract) killed 70% of larvae, indicating that the heating increased the
toxicity of SE. Finally, the inhibitory activity of Lz proteases was also highest for the heated
SE (Table 5). Interestingly, the activity of lectin and the toxicity to Lz were both 1.4 times
higher in the heated SE than in the non-heated extract. These results may be an indicative that
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the larvicidal effect of SE and the inhibition of larval proteases involves the activity of lectin
and trypsin inhibitor.

When subjected to heating, proteins can undergo structural modifications that can
inactivate them or improve their activities (Pesoti et al., 2015; Silva et al., 2018). The heating
of the lectin from SE may have altered the conformation of its carbohydrate recognition
domain, improving its activity. In the same way, the heating may have altered the structure of
the trypsin inhibitor domain, improving its affinity to the enzyme. The next investigations
described in this work were performed with the extract before and after heating.

Since insecticidal lectins can interact with components from the peritrophic membrane
of insects, and that N-acetylglucosamine (an important component of this membrane)
inhibited the lectin activity of SE (Table 3), the effect of this preparation on permeability of
the Lz peritrophic membrane was assessed. SE at 0.48% increased the permeability of L
peritrophic membrane (Figure 2B1), since the activated charcoal overflowed to outside the
endoperitrophic space. The permanence of the activated charcoal inside the gut of control
larva ensures that the test conditions were adequate for this evaluation (Figure 2A1). Since
only live larvae were observed, we can infer that this result was due to the action of SE, and
not because the larvae were dying.

Surprisingly, heated SE did not affect the Lz peritrophic membrane permeability and
this datum stimulated us to evaluate the effect of the monosaccharides ribose and galactose
(which abolished the lectin activity of saline extract), as well as of N-acetylglucosamine
(monomer of chitin, which forms the peritrophic membrane) in the hemagglutinating activity
of heated SE.

The lectin activity of the heated SE was lower (SHA = 65.12) in the presence of ribose
and galactose than in the absence of them (SHA = 260.86), but was not affected by the
presence of N-acetylglucosamine. This result suggests that the heating of SE resulted in a
modification of the lectin carbohydrate binding site, preventing its interaction with the
monosaccharide N-acetylglucosamine, and corroborates with the loss of the effect on the
permeability of the peritrophic membrane after heating of SE.

A more careful analysis of the Figure 2 allows to perceive that the ratio between the
perimeter of the larval head and the length of their body in the group treated with SE (heated
or not) was lower than in the control larvae. It can be also observed that the amount of bristles
in the segments of the larvae treated with the SE, before or after heating, was lower than that

of the larvae maintained in 0.15 M NacCl.
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In Ae. aegypti development, the passage from the third to the fourth larval instar is
characterized by an increase in the head size and the number of bristles along the body of the
larvae (Christophers, 1960). Thus, this result may suggest that the larvae treated with SE had
their development delayed, remaining in the Lz instar, while in control, the larvae reached the
L4. However, a morphometric analysis and the counting of the exact number of bristles in the
larval body are necessary to confirm this finding. Additionally, an accumulation of matter in
the thoracic region of the larvae treated with SE (heated or not) can be observed in Figure 2,
differently from the control larvae.

Considering the set of damages caused by treatment with SE, we wondered if this
preparation could affect the morphology and physiology of Lz midgut. In this sense, the
histological and histochemical analyses were performed. The analysis of the control larvae
(Figure 3A and 3B) revealed the presence of a preserved gut epithelium (Ep) where cells with
intact nuclei can be seen (black arrows). Digestive and regenerative cells can be identified and
the lumen (L) was defined and surrounded by an intact peritrophic membrane (red arrows).

Despite the mortality detected in Lz treated with SE, no morphological alterations
were identifyed at the level of the midgut, although the epithelium appears more intensely
stained (Figure 3C and 3D). In addition, the histological analysis showed that the peritrophic
membrane was not disrupted. However, it must be remembered that although apparently
intact, this membrane had its permeability affected by treatment with SE, as shown in Figure
2.

Interestingly, the analysis of Ls treated with the heated SE showed that, in addition to
the more intense staining of the epithelium (Figure 3E), the brush border was more evident in
comparison with the control (Figure 3E and 3F). As expected, the larval peritrophic
membrane was intact. The presence of secretory vesicles along the entire length of the
epithelium (apocrine secretion) with the appearance of expelling towards the gut lumen can
also be visualized. Similarly to these reactions, it was described that Ae. aegypti larvae treated
with a diterpene isolated from the oil-resin of Copaifera reticulata (Leguminosae) or with a
tannin fraction from Magonia pubescens (Sapindaceae) stem (Valotto et al. 2011) had the
brush border altered and the secretion of apocrine vesicles stimulated. The authors stated that
this formation of secretory vesicles in the apical portion of the epithelial cells in the larval gut
may indicate that the cytoplasmic content was being exocyted into the gut lumen in an attempt
to defend larval body against toxic compounds. The detection of the gut epithelial response
only when the larvae were treated with the heated SE corroborates with the increased toxicity

detected to this preparation in the larvicidal assay.
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Indeed, the peritrophic membrane prevents the contact of the gut content with
epithelial cells by involving the food bolus (Napoleéo et al., 2018). However, Agrawal et al.
(2014) demonstrated that the exclusion of molecules based on the size promoted by this
structure progressively decreases from >2MDa to <4kDa from the anterior to the posterior
region of the gut of insects. In this sense, toxic components of the heated SE may have
crossed the peritrophic membrane at some point in its extension and stimulated the epithelium
of larval gut to respond with the brush border alteration and the vesicle secretion. Another
possibility is that the retention of the components of SE in the endoperitrophic space may
stimulated these reactions.

Several insecticidal compounds can act by damaging the metabolism of insects.
Proteins and carbohydrates are biomolecules that serve as precursors for the metabolism of
various substances, and whose reduction in the insect body can result in undesirable effects
(Oliveira and Cruz-ladim, 2003). In order to investigate if the treatments used in this work
interfered with the metabolism of larvae, a histochemical analysis was performed and the
contents of total proteins and neutral polysaccharides in gut epithelial cells were quantified.
All groups analyzed showed a positive staining for Ponceau xylidine (Figure 4A, B and C),
however, in the group treated with the heated SE (Figure 4B), the area where the epithelium
stratification occurs reacted more intensely, and it was possible to detect intensely stained
nuclei. However, the comparison between the control and treated groups showed that the SE
(heated or not) was not able to affect the amount of proteins in the midgut of Lz regarding to
control (Figure 4D).

Otherwise, the midgut epithelial cells of the Ae. aegypti larvae from control group
(Figure 5A) and from groups treated with SE (Figure 5B) or heated SE (Figure 5C) showed a
positive reaction for the Periodic Acid of Schiff (PAS). In other words, neutral
polysaccharides were detected in all treatments, but glycogen granules in the cytoplasm of
epithelial cells were absent. In comparison with the control group, larvae treated with SE
(heated or not) showed reduced amount of neutral polysaccharides, indicating disruption of
carbohydrate metabolism (Figure 5D). This data may indicate that there was an intense use of
carbohydrates by the larvae as an energy source in an attempt to mitigate some disturbance at
the gut.

Carbohydrates are required for several metabolic processes, functioning as the main
energetic source for insects (Souza and Fontanetti 2011; Scudeler et al., 2014), besides being
responsible for innumerable metabolic and structural functions, such as acting in the

formation of chitin, through of long N-acetylglucosamine chains and participate of amino acid
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synthesis (Chapman, 2013). The reduced carbohydrate content in the larval gut treated with
SE (heated or not) may be linked to their permanence in Lz instar showed in figure 2.

The effect of SE (heated or not) in the in vitro growth of Lz gut microbiota was
evaluated and the assay showed that this preparation stimulated the overproliferation of these
microorganisms (Figure 6) in comparison with the control. It has been reported that the insect
gut microbiota and the immune system act together to maintain the balance in amount of
commensal microorganisms, limiting their exacerbated proliferation (Wei et al., 2017). In this
sense, the overproliferation of Lz gut microbiota reported here suggests that SE may have
caused its unbalance. This finding may have happened because the extract did not cause the
death of all species of microorganisms in microbiota, reducing competition and, allowing only
a few of the survivors to rapidly proliferate, causing dysbiosis.

Since the melanization represents an important defense response of Ae. aegypti against
pathogens and tissue damages (Zou et al., 2010), we assessed the effect of SE in
melanogenesis by Lz (Figure 6). As expected, SE (heated or not) stimulated intense melanin
production by L3 regarding the control, which may occurred due to the overproliferation of
microorganisms or directly due to the toxic action of the extract.

In summary, SE polypeptides (lectins and trypsin inhibitors), wich resisted to the
hydrolysis by Ae. aegypti Lz digestive proteases, may have inhibited the activity of these
enzymes and crossed the peritrophic membrane and gut epithelium, reaching the hemolymph
and the larval tissues, where it impaired the metabolism of carbohydrates. In addition, still at
the midgut, the lectin may have affected the microbiota, causing dysbiosis and contributing to

the death of larvae.

4. Conclusion

The saline extract of P. barbatus leaves is toxic to Ae. aegypti Lz and this effect
appears to be linked to lectin and trypsin inhibitor activities. The inhibition of digestive
proteases, the damages to morphophysiology at the midgut of larvae, and the action on the gut

microbiota are mechanisms of the larvicidal activity of the extract.
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7. Figure captions

Figure 1. (A) Investigation of SE from P. barbatus leaves for the presence of peptides
resistant to hydrolysis by trypsin. SDS-PAGE of SE (1), and SE after incubation with the
commercial trypsin (2) or with the Ae. aegypti Lz gut extract (3). (B) Effect of SE on the
ability of proteases from Lz gut extract to hydrolyse azocasein. The concentrations of SE was

expressed in dry weight/volume.

Figure 2. Effect of SE from P. barbatus leaves on the peritrophic membrane of Ae. aegipti
L. (Al) Larva treated with the control solution (0.15 M NaCl). (A2) Dissected gut of control
larva. (B1) Larva treated with SE at 0.48% (w/v). (B2) Dissected gut of larva treated with SE.
(C1) Larva treated with SE at 0.48% (w/v) after heating (100 °C, 5h). (C2) Dissected gut of
larva treated with the SE at 0.48% (w/v) after heating. All larvae were fed with activated
charcoal (0.01%) by 48 h. A total of twenty larvae from each group were observed after 24 h
from the start of the experiment. The images were visualized in a magnification stereoscopic

microscope with increase of 6.8 Xx.

Figure 3. Effect of SE from P. barbatus leaves on morphology of Ae. aegypti Lz midgut.
Photomicrography of the midgut of Lz midgut from control (A and B), and treated with SE (C
and D) or heated SE (E and F). Ep: epithelium; black arrow: nucleus; black seta dashed: brush

border; red arrow: peritrophic membrane; L: Lumen. Staining: toluidine Blue.

Figure 4. Effect of SE from P. barbatus leaves on total protein content in Ae. aegypti L3
midgut. Photomicrography of Lz midgut: A (control), B (SE), C (heated SE) and D (Pixels).

L: Lumen. Staining: Ponceau xylidine.

Figure 5. Effect of SE from P. barbatus leaves on neutral polysaccharides in Ae. aegypti L3
midgut. Photomicrography of the midgut of Lz midgut. A (control), B (SE), C (heated SE)
and D (Pixels). L: Lumen. Staining: Periodic Acid Schiff (PAS).

Figure 6. Effect of SE (heated or not) from P. barbatus leaves on the in vitro growth of

microbiota from midgut and melanin production of Ae. aegypti La.
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Table 1. Larvicidal activity of saline extract of P. barbaus leaves against Ae. aegypti Ls.

Lethal concentrations (%, w/v)**

Sample LC20 LCso LCoo

SE* 0.19 [0.017-0.36] 0.48 [0.30-0.65] 0.92 [0.74-1.10]

*Saline extract. **The lethal concentrations that kill 20% (LC2o), 50% (LCso) and 90%
(LCqo) are expressed in dry weigh/100 mL of solution (g/100mL). The p value was < 0.0001.

Table 2. Characterization of the SE, decoction and infusion from P. barbatus leaves for

protein concentration, ability of hemagglutination and trypsin inhibitor activity.

Preparations Protein concentration Hemagglutinating Trypsin inhibitory
(mg/mL) activity (SHA**) activity (1Cso***)
SE* 1.83 177.78 0.05%
Decoction 4.73 ND 0.08%
Infusion 0.19 ND 0.13%

*Saline extract. **One unit of hemagglutination (HU) was defined as the reciprocal of the
highest dilution of the sample that promotes full hemagglutination. The Specific
hemagglutinating activity (SHA) corresponded to the ratio between the hemagglutination unit
(HU) and the total protein content (mg) in the assay. ***ICso was defined as the
concentrations (w/v) of sample that cause a 50% reduction in the activity of trypsin regarding
the control. ND: Not detected
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Table 3. Inhibition of the hemagglutinating hability of SE from P. barbatus leaves by

monosaccharides.

Monosaccharide (0.2 M) Hemagglutinating activity (SHA*)
Fructose 44.44
Glucopyranose 44.44
N-acetylglucosamine 44 .44

Glucose 44.44

Ribose

Galactose

Mannose 44.44

*One unit of hemagglutination (HU) was defined as the reciprocal of the highest dilution of
the sample that promotes full hemagglutination. The Specific hemagglutinating activity
(SHA) corresponded to the ratio between the hemagglutination unit (HU) and the total protein
content (mg) in the assay. (----) absence of hemagglutinating activity. SHA of SE in absence

of carbohydrates was 177.78.
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Tabe 4. Hemagglutinating and trypsin inhibitory activities of saline extract of P. barbatus

leaves after incubation with the Ae. aegypti L3z gut extracts.

Incubation  Hemagglutinating activity (SHA*) Trypsin inhibitory activity
time (U/mg**)

0 min 177.78 76,667

40 min 177.78 76,667

24 h 177.78 76,667

48 h 177.78 76,667

*QOne unit of hemagglutination (HU) was defined as the reciprocal of the highest dilution of
the sample that promotes full hemagglutination. The Specific hemagglutinating activity
(SHA) corresponded to the ratio between the hemagglutination unit (HU) and the total protein
content (mg) in the assay. **One unit of trypsin inhibitor activity was defined as the amount

of inhibitor that decreases the absorbance in 0.01 after 30 min at 37 °C, regarding the control.
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Table 5. Comparison between the lectin, trypsin inhibitor and larvicidal activities, as well as
inhibitory effect on L3 proteases for the SE before and after heating at 100° C during 5 h.

SE
Activity Non heated Heated Heated extract activity/non
heated extract activity
Hemagglutinating activity 177.18 260.86 1.4
(SHA*)
Trypsin inhibitory activity 76.66 318.84 4.1
(U/mg**)
Larval mortality 50% 70% 1.4
at 0.48 % (w/v)
Inhibitory effect on Ls 27.2 ND

proteases (U/mg**)

*QOne unit of hemagglutination (HU) was defined as the reciprocal of the highest dilution of
the sample that promotes full hemagglutination. The Specific hemagglutinating activity
(SHA) corresponded to the ratio between the hemagglutination unit (HU) and the total protein
content (mg) in the assay. **One unit of trypsin and protease inhibitory activities were
defined as the amount of inhibitor that decreases the absorbance in 0.01 after 30 min at 37 °C

regarding the control. (---) The activity was abolished. ND: Not determined.
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4, CONCLUSOES

O extrato salino de folhas de P. barbatus (ES) é um novo agente larvicida contra
L3 de Ae. aegypti e contém lectinas e inibidores de tripsina.

ES contém peptideos resistentes a hidrolise por proteases digestivas de Lz e inibe a
atividade dessas enzimas.

A permeabilidade da membrana peritrofica de Ls foi alterada quando as larvas
foram tratadas com ES, contudo este efeito ndo foi essencial para a mortalidade
das larvas.

O tratamento com o ES ndo afetou a morfologia do intestino médio de Ls, bem
como néo afetou o contetdo de proteinas totais no epitélio do intestino das larvas.
ES reduziu a quantidade de polissacarideos neutros nepitélio intestinal de Lz, 0 que
pode ter ocorrido em resposta ao estresse causado pelo extrato ou na tentativa de
mitigar perturbacdes no intestino médio.

A reducdo no contetdo de carboidratos em resposta ao tratamento com ES pode
estar relacionada a permanéncia das larvas no estagio La.

O aumento no crescimento da microbiota comensal do intestino de Lz, juntamente
com a maior produgdo de melanina em resposta ao tratamento com ES, pode ter
causado disbiose, contribuindo para o efeito agudo do extrato.

O aumento das atividades larvicida, hemaglutinante e inibidora de tripsina, bem
como o efeito mais pronunciado ao nivel de intestino médio de Lz quando ES foi
aquecido, indicam que a lectina e o inibidor de tripsina das folhas de P. barbatus

podem estar envolvidos no mecanismo de agéo larvicida.
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