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RESUMO

O Aedes aegypti € 0 mosquito responsavel por transmitir as arboviroses Zika, Dengue e
Chikungunya. O controle populacional desse vetor é essencial para que haja a diminuicdo na
incidéncia dessas doencas. Punica granatum (romdzeira) € muito conhecida devido a sua
utilizacdo na medicina popular e ja é sabido que a roma possui diversas atividades bioldgicas,
dentre elas a toxicidade em insetos. Lectinas sdo proteinas amplamente encontradas nas plantas e
algumas delas sdo relatadas como agentes inseticidas. A sarcotesta da roma contém uma lectina
denominada PgTeL. O objetivo deste trabalho foi analisar a capacidade do extrato salino e fragao
proteica da sarcotesta da roméd e de PgTeL isolada em induzir a morte de larvas do A. aegypti.
Metabolitos secundarios presentes no extrato foram avaliados por Cromatografia em Camada
delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (CLAE). PgTeL foi isolada de acordo
com protocolo ja estabelecido. O ensaio larvicida foi executado utilizando o extrato, a fragdo ou a
lectina para determinar a concentracao letal necessaria para matar 50% das larvas (CLsp). Além
disso, também foi realizado o ensaio para determinar o efeito do extrato sobre a atividade de
enzimas digestivas das larvas. O extrato salino apresentou uma CLsg de 3,9% enquanto a fracéo
proteica e PgTeL ndo apresentaram atividade larvicida. Analise por CCD revelou a presenca de
taninos hidrolisaveis, terpenos e esteroides, derivados cindmicos e acgucares redutores. Analise
por CLAE identificou a presenca de cido elagico (teor de 0,21 g%), punicalagina a (0,22 g%),
punicalagina B (0,23 g%), derivado de &cido elagico (0,22 g%) e derivado cindmico (0,39 g%). O
extrato se mostrou capaz de interferir na atividade das enzimas digestivas amilase (estimulagéo
ou inibicdo) e tripsina (inibi¢cdo). Em concluséo, o extrato salino da P. granatum possui atividade
larvicida contra A. aegypti, causando alteracdes na acdo de enzimas digestivas, e a lectina PgTeL

ndo é o principio ativo contra as larvas.

Palavras chaves: Punica granatum; Aedes aegypti; inseticida natural; lectina.



ABSTRACT

Aedes aegypti is the mosquito responsible for transmitting arboviruses Zika, Dengue and
Chikungunya. Control of this vector population is essential for decrease the incidence of these
diseases. Punica granatum (pomegranate) is well known due to its use in folk medicine and it is
already known that pomegranate has several biological activities, including toxicity to insects.
Lectins are proteins widely found in plants and some of them are reported as insecticidal agents.
The pomegranate sarcotesta contains a lectin called PgTeL. The aim of this work was to analyze
the ability of the saline extract and protein fraction from the pomegranate sarcotesta and isolated
PgTeL to induce the death of A. aegypti larvae. Secondary metabolites present in the extract were
evaluated by thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography
(HPLC). PgTeL was isolated according to an already established protocol. The larvicidal assay
was performed using the extract, fraction or lectin to determine the lethal concentration needed to
Kill 50% of the larvae (LCsp). In addition, the test was also carried out to determine the effect of
the extract on the activity of digestive enzymes of the larvae. The saline extract had an LCsg of
3.9% while protein fraction and PgTeL did not show larvicidal activity. TLC analysis revealed
the presence of hydrolysable tannins, terpenes and steroids, kinematic derivatives and reducing
sugars. Analysis by HPLC identified the presence of ellagic acid (0.21 g% content), punicalagin
a (0.22 g%), punicalagin B (0.23 g%), derived from ellagic acid (0.22 g%) and cinnamic
derivative (0.39 g%). The extract was shown to be able to interfere in the activity of digestive
enzymes amylase (stimulation or inhibition) and trypsin (inhibition). In conclusion, the saline
extract of P. granatum has larvicidal activity against A. aegypti, causing changes in the action of
digestive enzymes, and PgTeL lectin is not the active ingredient against larvae.
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1 INTRODUCAO

As arboviroses sdo doencas transmitidas pelos artropodes (insetos e aracnideos) que
causam diversas manifestacdes clinicas nos humanos. Estudos tém relacionado o aumento no
nimero de casos dessas doencas a alteragdes no habitat, diminuicdo da biodiversidade,
crescimento da urbanizacdo e mudancas genéticas nos vetores, entre outros fatores
(RODRIGUES-ALVES et al., 2020). O Aedes aegypti, ordem Diptera e familia Culicidae, é um
mosquito transmissor dos agentes etiologicos da Dengue, Zika, Febre amarela e Chikungunya,
possuindo uma grande importancia epidemioldgica devido ao aumento de sua proliferacdo em
ambiente urbano. As fémeas desse mosquito necessitam de sangue para a maturacdo de seus ovos
e, consequentemente, atuam como transmissoras dos virus causadores dessas doencgas durante seu
habito hemat6fago. Nem todas as doencas transmitidas pelo A. aegypti possuem vacina, apenas
febre amarela e dengue; no caso da dengue, as vacinas disponiveis ainda possuem diversas
restricdes (por exemplo, aumentar risco de dengue grave em pessoas que nunca tiveram contato
com virus) e ndo fazem parte de programas de imunizacdao (WILDER-SMITH, 2020). Sendo
assim, se torna importante o controle populacional do mosquito.

Existem diferentes problemas relacionados principalmente a infraestrutura das cidades, o
que pode se tornar um desafio e prejudicar as acfes de controle da populacdo do A. aegypti,
(TERRA et al., 2017). Um dos principais meios para o controle populacional dos vetores ¢é a
utilizacdo de inseticidas sintéticos, que tem sido baseado em organofosforados, os mais utilizados
contra A. aegypti. Porém, o uso indevido desses inseticidas acaba resultando em um aumento da
resisténcia dos mosquitos, além de causar impacto ambiental devido a elevada toxicidade contra
especies ndo-alvo (LOZOWICKA et al., 2016). Sendo assim, tem aumentado a busca por novos
compostos que sejam ambientalmente seguros e que possuam uma boa eficacia contra o mosquito
(ZARA et al., 2016).

A romézeira (Punica granatum L.) é uma planta nativa da Asia Central bastante utilizada
na medicina popular e para fins alimenticios. Seu fruto (roma) é muito conhecido pelo seu sabor e
por possuir beneficios a saude (rico em nutrientes, prevencdo de infeccdes). Estudos tém
demonstrado relevantes propriedades bioldgicas da roma, dentre as quais a antioxidante (YUAN
et al., 2018); antimicrobiana (ELBATANONY et al., 2019); antiviral (ARUNKUMAR;
RAJARAJAN, 2018), anti-inflamatoria (AMBARWATI et al., 2017) e inseticida (GUPTA,
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DHARMA; KUMAR, 2017). Inameros compostos ja foram identificados em diferentes partes da
roma, dentre eles taninos hidrolisaveis, antocianinas e lectinas (SILVA et al., 2016; WU; TIAN,
2017; SINGH et al., 2018).

Lectinas sdo proteinas capazes de se ligar a carboidratos de maneira reversivel.
(MANNING et al., 2017). As lectinas podem ser encontradas em diversos seres vivos, desde
microrganismos até animais, sendo bastante relatadas em plantas (raiz, caule, folha, fruto, casca,
sementes). Suas interacBes com os carboidratos que estdo presentes na superficie celular podem
desencadear uma série de atividades bioldgicas, tais como antimicrobiana (COELHO et al.,
2018), inseticida (REYES-MONTANO; VEGA-CASTRO, 2018), anticancer (BHUTIA et al.,
2019) e antiviral (MITCHELL et al., 2017).

As lectinas podem ser resistentes a protedlise por enzimas digestivas presentes no trato
digestivo de insetos, podem interagir com a matriz peritréfica (membrana presente no intestino
dos insetos), bem como podem interferir na atividade das enzimas digestivas, prejudicando a
digestdo e absorgdo dos nutrientes. (NAPOLEAO et al., 2019). As lectinas isoladas de sementes
de Moringa oleifera (WSMoL) e entrecasca (MuBL), cerne (MuHL) e folhas (MuLL) de
Myracroduron urundeuva apresentaram atividade larvicida contra A. aegypti, interferindo na
atividades de enzimas digestivas e na organizacio do epitélio (COELHO et al., 2009; SA et al.,
2009; NAPOLEAO et al., 2012; AGRA-NETO et al., 2014). A WSMoL apresentou ainda ac&o
ovicida e efeito estimulante na oviposi¢cdo (SANTOS et al., 2012, 2014).

A testa de roma contém uma lectina chamada PgTeL, que pode ser isolada a partir da
sarcotesta (parte mais externa da testa, de consisténcia gelatinosa) de acordo com o procedimento
estabelecidos por Silva et al. (2016). A PgTeL é uma lectina ligadora de quitina, que possui
algumas atividades biologicas ja descritas, como antibacteriana e antifungica (SILVA et al.,
2018; 2019a; 2019b; 2020).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade larvicida do extrato salino, fracdo proteica e da lectina (PgTeL) de

sarcotesta de Punica granatum contra Aedes aegypti.
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1.1.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar a composicdo fitoquimica do extrato salino da sarcotesta de P. granatum,
através das cromatografias em camada delgada (CCD) e liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

e Purificar a lectina PgTeL seguindo procedimento previamente estabelecido.

e Auvaliar o efeito do extrato, fracdo proteica e PgTeL na sobrevivéncia de larvas de A.
aegypti no quarto estagio.

e Determinar o efeito do extrato na atividade de enzimas digestivas (amilase e tripsina)

das larvas.



13

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aedes aegypti

O mosquito Aedes aegypti pertence a ordem Diptera e a familia Culicidae. Esse mosquito
é originario da Africa, porém amplamente distribuido nas regides tropicais e subtropicais no
mundo. Seu ciclo de vida é formado por quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1). Os
trés primeiros sdo considerados estagios imaturos e ocorrem na agua. A fémea pbe seus ovos
isolados em locais préximos a superficie da dgua, apds a eclosdo, surgem as larvas, que passam
por quatro estagios larvais até chegarem ao estagio de pupa. Diferentemente das larvas, as pupas
ndo se alimentam até chegarem no imago, ou seja, o adulto. A alimentacdo dos adultos acontece
através de néctares florais (machos e fémeas) e sangue (fémeas gravidas) (SIMQOY et al., 2015;
RUEDA; DEBBOUN, 2020).

Adulto

.. B e - 4
\\._? ) =
\ = )

’
Larva

Figura 1. Ciclo de vida do mosquito, mostrando suas 4 fases: ovo, larva, pupa e adulto. Fonte: RUEDA; DEBBOUN
(2020).

Os ovos de A. aegypti sdo bastante resistentes tanto a dessecacdo como a baixas
temperaturas, podendo resistir por varios meses fora da agua, conferindo uma grande capacidade
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de adaptacdo (SIMOY et al., 2015; BARRERA, 2016). As larvas possuem um corpo composto
principalmente por tecidos membranosos e se alimentam principalmente de matéria organica em
suspensdo, com sua respiracdo se dando através de aberturas espiraculares. Para seu crescimento
€ necessario que a larva passe por quatro mudas até chegar na fase de pupa; De acordo com a
quantidade de alimento e a temperatura da 4gua o tempo para completar seu desenvolvimento
pode variar, levando no minimo cinco dias (OLIVEIRA, 2015; SIMOY et al., 2015). A pupa é a
fase intermediaria entre dois estagios ativos (larvas e adultos), e dependendo da temperatura pode
permanecer nessa fase de um dia a semanas. Ap6s completar seu desenvolvimento, o mosquito
adulto deixa a d&gua completando assim a sua metamorfose. O mosquito adulto é coberto por um
exoesqueleto e em seus primeiros dias como adulto termina seu desenvolvimento, estando apto
para copula. O tempo de vida média de um mosquito adulto é de 30 dias em seu habitat natural,
podendo viver por mais tempo em condicdes de laboratdrio. Suas fémeas necessitam de proteinas
presentes no sangue para concluir sua ovogénese colocando em cada ciclo cerca de 60 a 120
ovos; durante sua vida elas podem ter mais que trés ciclos. Ja foi visto que as fémeas preferem
sangue humano para o repasto sanguineo, sendo esta a causa da transmissdo de diversas doencas
(NELSON et al., 1986; OLIVEIRA, 2015; SIMOY et al., 2015; SUKIATO et al., 2019).

O A. aegypti € um dos principais vetores que transmitem uma variedade de arboviroses,
como febre amarela, dengue, zika e Chikungunya. Devido ao grande aumento da populagéo
humana e sua urbanizagdo em locais sem saneamento bésico e infraestrutura, tem crescido a
incidéncia de doencas transmitidas pelo A. aegypti, além de favorecer a reproducdo e
desenvolvimento desses mosquitos (LIU et al., 2019; PEREIRA-FILHO et al., 2020).

Os virus causadores da Dengue (DENV), do Zika (ZIKV) e da Febre Amarela (YFV) séo
do género Flavivirus (Familia Flaviviridae), que inclui virus envelopados que possuem fita
simples de RNA sentido positivo. A dengue é causada por quatro sorotipos diferentes do DENV e
é responsavel por milhdes de infec¢cbes no mundo por ano, com diversas manifestacfes clinicas
que vao desde casos assintomaticos e leves, até dengue com grave risco de vida, chamada de
dengue severa ou dengue hemorrégica. Os sintomas em uma pessoa infectada com o DENV sdo
febre alta, dores de cabeca, dores no corpo e articulagdo, fraqueza, dor atras dos olhos, erupcéao
cutanea e coceira. Sua forma grave pode levar a dores abdominais intensas, vomitos e
sangramentos de mucosas (FERREIRA et al., 2019; AGUILAR-BRISENO; MOSER;
RODENHUIS-ZYBERT, 2020; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2020). O virus
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ZIKV, isolado pela primeira vez em humanos em Uganda e Tanzania em 1952, apresenta
manifestaces clinicas parecidas com a dengue, incluindo febre, dor muscular, dor de cabeca,
conjuntivite e outras. Uma das sequelas que o ZIKV pode apresentar € uma condicao
neuroldgica, a microcefalia, que esta associada a bebés com cabecas menores do que a média de
criangas consideradas normais (GUARNER; HALE, 2019; DUGUMA; RUEDA; DEBBOUN,
2020).

A febre amarela é uma febre hemorragica viral, que pode apresentar uma taxa de
mortalidade de até 50% dos infectados. Apesar de possuir vacina para sua prevencdo, 0 Virus
ainda pode causar alguns surtos, como o que ocorreu no Brasil entre dezembro de 2016 a margo
de 2018, com mais de 2000 casos confirmados. Ela apresenta como manifestacdo clinica febre
alta, dor de cabeca, ndusea, falta de apetite e nos casos graves 0s pacientes podem apresentar
doencas cardiacas, hepaticas e renais, sendo comuns olhos e pele amarelada (BARRET, 2018;
LITVOC; NOVAES; LOPES; 2018)

Outro género de virus envelopados de RNA sentido positivo é o Alphavirus (familia
Togaviridae), que inclui o virus causador da Chikungunya (CHIKV) (BUTTON et al., 2020). A
Chikungunya é caracterizada pelo desenvolvimento de artrite e artralgia juntamente com febre e
erupcgéo cutanea. A inflamacéo nas articulagdes pode ser considerada uma sequela dessa doenca,
pois essas complicagdes podem continuar em longo prazo, inclusive causando dores intensas e
limitagdo de movimentos (VU et al., 2017; SILVA et al., 2018).

Segundo dados da Organizacdo Pan-Americana de Saude, houve mais de 1,6 milhdes de
casos reportados de arboviroses no primeiro semestre de 2020 nas Ameéricas. A Dengue
apresentou 97,3 % dos casos, enquanto que a Chikungunya e Zika apresentaram 37.279 e 7.452
casos, respectivamente. Ja a febre amarela foi reportada no periodo sazonal de 2018-2019 em trés
paises das Américas (Bolivia, Brasil e Peru), sendo no Brasil 50 casos confirmados e 12 mortes
(PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2019; 2020).

As doencgas transmitidas pelo A. aegypti, com exce¢do da febre amarela e da dengue,
ainda ndo possuem vacina para sua prevencao. Além disso, a Gnica vacina da dengue licenciada
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é a Dengvaxia, da multinacional
francesa Sanofi Pasteur, que ainda possui muitas restricdes, devido ao aumento de risco de

dengue grave em individuos que nunca tiveram contato com o virus. Sendo assim, a prevengéo
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dessas doengas acontece principalmente através do controle populacional do mosquito
(THOMAS; YOON, 2019).

2.1.1 Controle populacional

H& uma enorme dificuldade em controlar a populacéo desses mosquitos, uma vez que eles
se refugiam em diversos locais tanto dentro das residéncias como fora delas, desde que haja um
habitat aquatico ideal para o seu desenvolvimento imaturo até chegar novamente a fase adulta.
(BARRERA, 2016). Uma das principais formas de controle ¢ o uso de larvicidas, que s&o
aplicados no corpo da &gua, sendo mais comuns os organofosforados, como por exemplo,
temefos, clorpirifés e pirimifés-metil. Porém, o uso indevido desses inseticidas quimicos
sintéticos levou ao aumento na resisténcia dos mosquitos durante as Ultimas décadas (PAVELA
et al., 2019; AMARASINGHE et al., 2020).

O desenvolvimento da resisténcia pode acontecer de diferentes formas: por meio de
caracteristicas genéticas ja presentes antes do uso do inseticida; através do aumento da expressdo
enzimas de desintoxicacdo; ou mutacdo na sequéncia de proteinas que vdo resultar em
insensibilidade ao inseticida. Além dessas modificaches, ainda existem a alteracdo no
exoesqueleto para impedir a entrada do inseticida e mudangas comportamentais. Quando um
inseticida é utilizado intensamente ele faz uma selecdo, onde os organismos susceptiveis sdo
dizimados e 0s resistentes que antes eram poucos, passam a Se reproduzir e a serem
predominantes na populacdo (VALLE et al., 2015; MARCOMBE et al., 2019).

Ja existem relatos sobre a resisténcia de A. aegypti aos inseticidas Cipermetrina,
Permetrina e Deltametrina da classe dos piretroides; da classe dos organofosforados, os Temefos
e Malathion; e dos organoclorados o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (DIAS et al., 2017;
FRANCIS et al., 2017; VARGAS-MIRANDA et al., 2019; GUEDES et al., 2020). Além de
causar resisténcia aos mosquitos, esses inseticidas podem prejudicar o ambiente em que foram
depositados. Os organoclorados podem afetar uma cadeia alimentar se forem depositados em
lugares inapropriados, pois devido a sua capacidade lipossoltvel eles sdo encontrados em corpos
gordurosos; ja ha relatos de seus danos em animais como golfinhos, trutas, aves e até humanos.

Os organofosforados também podem afetar os vertebrados, porém eles ndo possuem a capacidade
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de se acumular nos tecidos, podendo ser biotransformados pelo figado (OLIVEIRA et al., 2017,
LE GOFF; GIRAUDO, 2019).

Uma alternativa menos toxica e de origem natural para controle de A. aegypti € a bactéria
Bacillus thuringiensis serovar israelenses (Bti), que produz endotoxinas ativadas a partir da sua
digestdo através das enzimas digestivas das larvas. Elas causam uma série de alteracdes ao se
ligarem ao tubo digestivo, tendo como consequéncia a morte das larvas. Apesar do Bti ndo afetar
humanos ou peixes, ele pode ser toxico para outras espécies de dipteros. Além disso, o Bti pode
ser inativado com a luz do sol e calor intenso, o que dificulta o seu uso em lugares com clima
quentes (VALLE et al., 2015; MOLTINI-CONCLOIS et al., 2018)

Sendo assim, sdo testados continuamente uma gama de outros compostos naturais que
possam aumentar o numero de inseticidas disponiveis, ampliando as possibilidades de
rotatividade, diminuindo assim as taxas de desenvolvimento de resisténcia. Dentre as preparac6es
naturais, de origem vegetal, com acdo inseticida contra larvas de A. aegypti estdo o extrato
metanolico de abacate verde (Persea americana), foi testado contra larvas de A. aegypti e
apresentou atividade larvicida, com LCsy 7,12 ppm (LOUIS et al., 2020). Outro extrato que
também apresentou resultado larvicida foi o extrato etanolico do endocarpo de Dracaena loureiri,
LCsp <50 mg/L (THONGWAT et al., 2017); lectinas isoladas de sementes de Moringa oleifera
(WsMoL; LCso 0,197 mg/mL™) e diversas partes de Myracrodruon urundeuva (MuBL LCso
0,125 mg/mL; MuHL LCs, 0,04 mg/mL; MuLL LCsy 0,202 mg/mL) (COELHO et al., 2009; SA
et al., 2009; NAPOLEAO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016); e 6leos essenciais da casca e
folha de Citrus aurantifolia, com LCsy de 128,81 e 188,59 ppm, respectivamente (SARMA et al.,
2019).

Ja existem inseticidas naturais que vém sendo utilizados no controle do Aedes aegypti,
como por exemplo, o Spinosad obtido através da fermentacdo da bactéria Saccharopolyspora
spinosa, atuando no controle de diversas pragas, incluindo moscas e cupins. Ele € encontrado na
forma de suspenséo liquida ou em formulages secas, e foi registrado como protetor de grdos nos
Estados Unidos da América em 2005, pela US-EPA, sua taxa maxima de uso permitida é de 1
ppm e tolerancia em 1,5 ppm. Estudos relatam a eficacia do Spinosad contra larvas e ovos do A.
aegypti, e também existem testes toxicoldgicos demonstrando que a quantidade utilizada contra
as larvas de A. aegypti é bem inferior a concentracdo que causa certa toxicidade em crustaceos

Daphnia magna. Devido a sua rapida degradacdo no meio ambiente o Spinosad € considerado um
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inseticida ambientalmente seguro (HERTLEIN et al., 2011; FERNANDES et al., 2019; SANTOS
etal., 2019; SANTOS et al., 2020).

2.2 Punica granatum

A romézeira (Punica granatum L.), pertencente a familia Lythraceae, é uma planta
arbustiva grande ou uma arvore de pequeno porte. Seu fruto é conhecido por roméa (Figura 2), e
apresenta em seu interior um grande nimero de sementes cobertas por uma polpa, chamada de
sarcotesta (Figura 2E), parte comestivel do fruto (MELGAREJO et al., 2020). A P. granatum é
originaria do Oriente Médio, possivelmente do Ird e a partir desta regido foi diversificando para
outras. Ela é considerada uma das frutas comestivel mais antiga (KHADIVI et al., 2020).

Na medicina popular as sementes da romazeira sdo utilizadas para prevenir doencas
urinarias e melhorar a miccdo. Em outras culturas como a Chinesa, a romd é utilizada no
tratamento de diabetes. Seu fruto também tem sido utilizado nos tratamentos de acidose,
disenteria, hemorragias, doencas respiratdrias, entre outras (KHWAIRAKPAM et al., 2018).

Figura 2. Diferentes partes da romé, o fruto inteiro (A); Suco da roma (B); Fruto aberto (C); Casca e pele da roma

(D); Sementes cobertas pela sarcotesta (E) e sementes (F). Fonte: Viuda-Martos et al. (2010).
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Devido a suas propriedades medicinais (anti-hipertensiva, anti-inflamatdria, anticancer,
ajudando também no tratamento de diarreia, disenteria e na inflamagdo de garganta) da P.
granatum e seu grande numero de compostos ativos, diversas atividades bioldgicas vém sendo
investigadas. Como, por exemplo, o extrato etandlico da casca apresentou atividade antioxidante,
tendo demonstrado uma grande quantidade de fenolicos e flavonoides em sua composi¢do
(DERAKHSHAN et al., 2018). O galactomanano (PSP001) isolado da casca do fruto da roméa
reduziu a migracdo e invasdo de linhagens de células cancerigenas, como A549 (Céancer de
pulmdo), A375 (melanoma maligno) e B16F10 (melanoma murino), tendo potencial anti-
metastatico (VARGHESE et al., 2017). Outro estudo feito com a P. granatum descreveu a
atividade de extrato alcoodlico da casca do fruto contra parasitas coccidianos de frango (AHAD et
al., 2018).

A acne é uma condicdo da pele onde ocorre inflamacgéo e a presenca de alguns tipos de
bactérias, como Propionibacterium acnes e Staphylococcus aureus. A romazeira ja foi descrita
possuindo atividade anti-inflamatoria e seu extrato em acetona da casca seca apresentou atividade
antibacteriana para P. acnes e S. aureus (LEE et al., 2017). A sua casca também foi testada no
tratamento de caries dentarias. Foram utilizados acetona, etanol e metanol para preparacdo de
extratos e seis espécies de patdgenos (Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Gemella
morbillorum, Staphylococcus epidermis, Enterococcus bugandensis e Klebsiella oxitoca). Todas
as bactérias foram sensiveis aos extratos, com valores de CMI entre 0,0125 a 100 mg/mL. Além
disso, os extratos também conseguiram inibir a formacdo do biofilme, principalmente em S.
epidermis e E. faecalis (BENSLIMANE et al., 2020). Os extratos hidroalcodlico do suco e da
casca foram avaliados frente as bactérias cariogénicas Streptococcus mutans Clarke ATCC®
25175™ e Rothia dentocariosa. O extrato da casca apresentou CMI de 10 pg/uL e CMB de 15
po/ul para as duas cepas, enquanto que o extrato do suco apresentou CMI de 25 e 20 pg/pL, com
CMB de 40 e 140 pg/uL para S. mutans e R. dentocariosa, respectivamente (FERRAZZANO et
al., 2017).

Inseticidas de origem natural e biodegradaveis (extratos vegetais, lectinas, Oleos
essenciais etc.) tém sido apontados como uma alternativa para o controle de insetos considerados
pragas urbanas e agricolas e vetores de doencas. Extratos feitos a partir da casca da roma (em
metanol, hexano, acetato de etila, cloroformio ou agua) apresentaram atividade pesticida contra

cupins Microcerotermes beesoni (MISHRA et al., 2017). Extrato da casca de P. granatum
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(etandlico) também foi testado contra larvas e adultos de Rhynchophorus ferrugineus Olivier,
causando 48% de mortalidade das larvas e 100% de mortalidade de adultos, na concentracdo de
37,4 mg/mL (EL NAMAKY et al., 2020). Extrato metandlico das folhas de P. granatum
apresentou atividade contra larvas de Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus, obtendo
uma CLsp de 125,78 e 115,28 ppm, respectivamente (JEBANESAN et al., 2020).

A romézeira apresenta componentes bioativos com variadas atividades bioldgicas, a
maioria deles pertencentes as classes dos taninos e polifendis. Dentre esses compostos, serdo

destacados quatro deles nos préximos tépicos.

2.2.1 Compostos Bioativos da P. granatum

2.2.1.1 Punicalagina

Taninos sdo polifenois vegetais de alto peso molecular. Dentre eles estdo os hidrolisaveis,
que sdo ésteres de acido galico e acido elagico glicosilados. Dentro dos taninos hidrolisaveis
existe ainda uma classe denominada elagitanino, derivado do metabolismo de acido galico ligado
a uma glicose (MONTEIRO et al., 2005; VIUDA-MARTOS et al., 2010). A punicalagina é um
tipo de elagitanino hidrolisavel, considerada uma molécula grande (massa molecular 1084,71
Da). Ela é composta por 3 porc¢des: acidos galico e &cido eldgico ligados por uma unidade de
glicose (Figura 3); de acordo com a posicdo dessa glicose, a punicalagina pode assumir duas
formas, a e B (BARBIERI; HEARD, 2019). Ela possui diversos potenciais terapéuticas devido a
grande quantidade de grupos hidroxila fendlicos em sua estrutura. Um exemplo disto é sua agéo
antioxidante (OUDANE et al., 2018).
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Figura 3. Estrutura quimica da punicalagina. Fonte: BARBIERI; HEARD, (2019).

Estudos feitos com a punicalagina demonstraram que essa molécula diminuiu a
viabilidade das células do cancer cervical (ME-180), induzindo apoptose dessas células.
(ZHANG et al., 2020). Foi investigada a acdo da punicalagina contra cepas de S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), em combinacdo com o antibi6tico oxacilina para saber se ela
potencializa o antibiético. Observou-se que a CMI (concentracdo minima inibitoria) da oxacilina
diminuiu de 4 a 64 vezes quando a punicalagina estava presente, indicando que a molécula
aumenta a sensibilidade da MRSA a oxacilina (MUN et al., 2018). Outro estudo feito com as
punicalaginas a e B, identificadas e separadas a partir do extrato etanolico da casca, demonstrou
que elas sdo compostos antibacterianos, tanto para gram-positivas (Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e Enterococcus mundtii) como gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Salmonella enteritidis) (GOSSET-ERARD et al., 2021). Além de possuir
atividade antibacteriana a punicalagina também apresentou atividade antifungica (RONGAI et
al., 2019) e antiviral contra o virus da Herpes Simplex-2 (HSV-2) (ARUNKUMAR;
RAJARAJAN, 2018); Além disso ela causou efeito antiproliferativo e indutor de apoptose em
células humanas de carcinoma hepatocelular HepG2 (LI et al., 2019) e em células do cancer de
prostata (ADARAMOYE et al., 2017). Em animais a punicalagina foi testada contra nematoda
(Bursaphelenchus xylophilus) e esta apresentou atividade chegando a alterar a sua morfologia
(GUO et al., 2017). Até a finalizacdo deste trabalho ndo foram encontrados estudos sobre

atividade inseticida da punicalagina.
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2.2.1.2 Acido elégico

O 4cido elagico ¢ um acido fraco inodoro, que possui uma solubilidade insignificante em
agua e também em alcool. Ele possui em sua estrutura uma parte hidrofilica com quatro unidades
de hidroxilas e duas lactonas, junto com uma parte lipofilica com dois anéis de hidrocarbonetos
(Figura 4) (RIOS et al., 2018). Ele pode ser considerado um metabdlito secundario, encontrado
em muitas plantas medicinais e vegetais, como por exemplo, em romas, framboesas, amoras,
morangos, nozes, entre outras. Nos alimentos a base de plantas, ele pode ser encontrado na forma
livre, como glicosideo ou como um polimero elagitanino (ALFEI et al., 2019). Inimeros acidos
fendlicos foram encontrados no extrato da casca da roma em cultivares de diferentes paises,
dentre eles, o &cido elagico foi encontrado em maior quantidade. Sua presenca e a de maltiplos
compostos fenolicos nesse extrato mostram uma grande capacidade antioxidante (SINGH et al.,
2018).
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Figura 4. Estrutura quimica do acido elagico. Fonte: ALFEI, et al. (2019).

O éacido elagico obtido da Sigma-Aldrich aumentou a mortalidade de larvas Spodoptera
litura, lagarta hospedeira do parasita Bracon hebetor. Além desse resultado, ele também diminuiu
a passagem dessas larvas para forma adulta e influenciou no desenvolvimento do parasita
(PUNIA et al., 2020). Estudos com é&cido elagico isolados da romd demonstraram que este
composto apresentou atividade antioxidante tanto in vitro como in vivo (SUN et al., 2017). Além
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dessas atividades, o acido elagico também possui atividades anti-inflamatoria e anticarcinogénica
(USTA et al., 2013).

2.2.1.3 Acidos cinamicos

Os é&cidos cindmicos (AC) sdo um tipo de &cidos fendlicos que possuem nove atomos de
carbono (Figura 5), podendo ser encontrados no citoplasma e ligados a parede celular das plantas.
Os diversos derivados dos AC ocorrem por uma substituicdo na posicdo do anel fenil, o que causa
a formacdo de diferentes &cidos como o cafeico e o fertlico. AC e seus derivados sdo encontrados
em frutas e vegetais, como por exemplo, em frutas citricas, uva, cha, entre outros. Ja existem
diversas evidéncias que mostram que os AC possuem beneficios para a salde, possuindo acéo
antioxidante e antidiabética (ANLAR, 2020). Outras acdes ja foram atribuidas aos AC e seus
derivados como anticancer (PONTIKI et al., 2014), antimicrobiana (KOROSEC et al., 2014),
leishmanicida (RODRIGUES et al., 2019) e inseticida (BUXTON et al., 2020).

Um extrato salino das folhas de Schinus terebinthifolius causou danos ao intestino médio
de larvas de Aedes aegypti, e observou-se que o efeito larvicida pode ser atribuido a presenca dos
derivados cindmicos no extrato (PROCOPIO et al., 2015). Esse mesmo extrato também
apresentou propriedades inseticidas contra Sitophilus zeamais (CAMAROTI et al., 2018). Outro
estudo envolvendo os derivados cindmicos contra Aedes aegyti ja foi descrito, comprovando sua
utilizacdo como agente inseticida (ARAUJO et al., 2021).

CH=—=CHCOOH

Figura 5. Estrutura quimica dos acidos cinamicos. Fonte: ANLAR (2020).
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2.2.1.4 Lectinas

Lectinas sdo proteinas que possuem a capacidade de se ligar a carboidratos, podendo
aglutinar células ou glicoconjugados. O nome “lectina” é derivado do latim legere, que significa
selecionar ou escolher (BOYD; SHAPLEIGH 1954 apud MISHRA, 2019). As lectinas séo
amplamente distribuidas na natureza, principalmente nas plantas. Elas sdo encontradas em
diversas partes das plantas, como raiz, folhas, rizomas, caules, flores e frutos. Possuem varias
atividades bioldgicas e propriedades quimicas, tendo um grande papel bioldgico na funcgéo
protetora das plantas, como por exemplo, contra bactérias, fungos, insetos ou contra ataques de
predadores (RIBEIRO et al., 2018; VAN HOLLE; VAN DAMME, 2019; TSANEVA; VAN
DAMME, 2020).

Diversos estudos avaliaram a toxicidade das lectinas em diferentes espécies de insetos,
apresentando efeitos em diferentes fases do desenvolvimento (ovos, larvas, adultos), podendo
ocorrer um aumento na mortalidade, atraso no desenvolvimento e reducdo na fecundidade
(NAPOLEAO et al., 2019). Existem lectinas com acdo contra diferentes ordens de insetos
(Coleoptera, Lepidoptera e Diptera), como a WSMoL e MvVRL, isoladas respectivamente de
sementes de M. oleifera e do rizoma de Microgramma vacciniifolia, que afetaram negativamente
a fisiologia nutricional dos adultos de Sitophilus zeamais (ALBUQUERQUE et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2020).

Um exemplo de lectina que possui atividade inseticida contra larvas do A. aegypti € a
WSMoL. Além de apresentar atividade larvicida e retardar o desenvolvimento larval, a lectina
também estimulou a oviposi¢do de fémeas do mosquito e reduziu a taxa de eclosdo dos ovos.
Estudos indicaram que a WSMoL consegue se ligar a proteinas das patas das fémeas, 0 que pode
acarretar no estimulo da oviposi¢cdo (COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2012; SANTOS et
al., 2014; AGRA-NETO et al., 2014; SILVA et al., 2019; SANTOS et al., 2020; SILVA et al.,
2020). Outra lectina isolada da torta de M. oleifera foi a WSMOoLC, ela exerceu efeitos deletérios
tanto nas larvas (CLso 0,89 mg/mL) como nos ovos (CEsp 0,14 mg/mL) de A. aegypti e ainda
estimulou a oviposicdo (OLIVEIRA et al., 2016). Lectinas isoladas da entrecasca de
Myracrodruon urundeuva (MuBL), cerne (MuHL), e das folhas (MuLL) também apresentaram

atividade larvicida para o A. aegypti. MuLL também afetou a atividade de enzimas digestivas
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(protease, tripsina e a-amilase), enquanto que a MuHL e MuBL apresentaram atividade ovicida
(SA et al., 2009; NAPOLEAO et al., 2012; ALVES et al., 2020).

PgTeL (do inglés Punica granatum testa lectin) € uma lectina isolada da sarcotesta da
romd, através de fracionamento com sulfato de amonio e cromatografia em coluna de quitina. Ela
é uma proteina termoestavel que possui uma massa molecular de 26 kDa e apresentou homologia
com uma quitinase isolada das sementes de P. granatum. J& existem estudos que demonstram
atividades bioldgicas dessa lectina contra bactérias e fungos. PgTeL apresentou efeitos
bacteriostatico e bactericida contra Micrococcus luteus, Serratia marcescens, Streptococcus
mutans e Listeria monocytogenes e apenas inibicdo do crescimento sobre Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Klebsiella sp., Salmonella enterica serovar. Enteritidis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis e Staphylococcus saprophyticus. Além disso, ela inibiu a adesdo e
invasdo de Aeromonas sp., S. aureus, S. marcescens, S. enterica e L. monocytogenes a celulas
HeLa. Outro efeito causado pela lectina foi a inibicdo na formacao de biofilme de duas cepas de
S. aureus, uma ndo resistente (8325-4) e outra resistente a meticilina (LAC USA300) e também
contra E. coli e L. monocytogenes. A lectina também apresentou atividade antifingica para duas
espécies de Candida, a Candida albicans e Candida krusei, chegando a danificar a integridade da
parede celular (SILVA et al., 2016, 2018; 2019a; 2019b; 2020).
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3 RESULTADOS
Os resultados dessa pesquisa sao apresentados na forma de artigo.

Atividade larvicida de extrato salino e lectina (PgTeL) da sarcotesta das sementes de Punica
granatum contra Aedes aegypti
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Resumo

O Aedes aegypti € o mosquito responsavel por transmitir as arboviroses Zika, Dengue,
Chikungunya e febre amarela. O controle populacional desse vetor é essencial para que haja a
diminuigdo na incidéncia dessas doengas. Punica granatum possui utilidades na medicina popular
e ja é sabido que o fruto (romd) possui diversas atividades bioldgicas, dentre elas a toxicidade em
insetos. Lectinas sdo proteinas amplamente encontradas nas plantas e algumas delas sdo relatadas
como agentes inseticidas. A sarcotesta de P. granatum contém uma lectina denominada PgTeL.
O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito do extrato salino, da fragdo proteica da sarcotesta e
de PgTeL de induzirem a morte de larvas L, de A. aegypti. Metabolitos secundarios presentes no
extrato foram avaliados por Cromatografia em Camada delgada (CCD) e Cromatografia Liquida

de alta eficiéncia (CLAE). PgTeL foi isolada de acordo com protocolo ja estabelecido. O ensaio
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larvicida foi executado utilizando o extrato ou a fragcdo ou a lectina para determinar a
concentracdo letal necessaria para matar 50% das larvas (CLsp). Além disso, também foi
observado o efeito do extrato sobre a atividade de enzimas digestivas (tripsina e a-amilase) das
larvas. Analise por CCD revelou a presenca de taninos hidrolisaveis, terpenos e esteroides,
derivados cindmicos e agUcares redutores. Analise por CLAE identificou a presenca de acido
elagico (teor de 0,21 g%), punicalagina o (0,22 g%), punicalagina B (0,23 g%), derivado de acido
elagico (0,22 g%) e derivado cinamico (0,39 g%). O extrato salino apresentou uma CLs de 3,9%
enquanto que a fracdo proteica e a PgTeL ndo apresentaram atividade larvicida. O extrato se
mostrou capaz de interferir na atividade das enzimas digestivas amilase (estimulagédo ou inibigéo)
e tripsina (inibigdo). Em conclusdo, o extrato salino da P. granatum possui atividade larvicida
contra A. aegypti, causando alteraces na acdo de enzimas digestivas, e a lectina PgTeL ndo é o

principio ativo contra as larvas.

Palavras Chaves: Punica granatum, sarcotesta, Aedes aegypti, inseticida natural, lectinas.

1 Introducao

Aedes aegypti (Diptera, Culicidae) é um mosquit originario da Africa, porém amplamente
distribuido nas regides tropicais e subtropicais. Sua distribuicdo pelo mundo se deu
provavelmente pelos transportes de navio e nas regides portuarias (JANSEN; BEEBE, 2010).
Esse mosquito se tornou de grande importancia para satde publica, por ser vetor das arboviroses
febre amarela, dengue, Zika e Chinkungunya (MARTINEZ et I., 2019). Segundo a Organizacéao
Pan-Americana de Saude (2020), no primeiro semestre de 2020 houve nas Américas mais de 1,6
milhdes de casos reportados de Dengue, Zika e Chikungunya. A Dengue representou 97,3%
desses casos. A Chikungunya foi reportada em 11 paises das Américas, tendo 37.279 casos,
sendo a maioria no Brasil (95%). A Zika obteve um total de 7.452 casos, incluindo uma morte no
Brasil. J& a febre amarela no periodo sazonal 2018-2019 apresentou no Brasil 50 casos
confirmados e 12 mortes (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2019; 2020).

Os virus causadores da zika, dengue e chikungunya sdo transmitidos pela picada de
fémeas do A. aegypti portadoras desses virus principalmente durante o dia (WHITEMAN et al.,

2020). Em relacéo ao sitio de oviposicdo, as fémeas apresentam uma preferéncia por recipientes
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artificiais, o que explica a facilidade com que o A. aegypti habita casas e edificios, aumentando o
namero de picadas em humanos por regido, quanto o de pessoas infectadas pelas arboviroses.
Além desses fatores existem ainda outros que podem aumentar a transmissdo, como o0 aumento
populacional e a urbanizacdo sem o saneamento basico (WEAVER, 2018). Das doencas
transmitidas pelo A. aegypti, apenas a febre amarela e a Dengue possuem vacina, porém a vacina
da dengue (Dengvaxia) ndo entrou no programa de imunizacdo Nacional devido as muitas
restricdes que ela possui, como 0 aumento do risco de causar dengue grave em pessoas que nunca
tiveram contato com o virus. Portanto, a principal forma de conter essas arboviroses € o controle
de populagdes do vetor em &reas endémicas, através da destruicdo dos criadouros e do uso de
inseticidas (IBOI; GUMEL, 2018; PLIEGO-PLIEGO et al., 2020).

Os inseticidas sintéticos vém sendo utilizados hd muitos anos como uma forma de
controle quimico dos mosquitos, porém o uso continuo de alguns poucos tipos de inseticida tem
aumentado o numero de populacbes resistentes a esses compostos, além de causar impacto
ambiental devido a sua toxicidade (VALLE; BELINATO; MARTINS, 2015). O A. aegypti
apresentou resisténcia a permetrina das classes dos piretroides e bendiocarbe da classe dos
carbamatos. Além desses ja existem relatos da resisténcia dos mosquitos aos organofosforados,
temefos e malation (HAMID e al., 2018; BHARATI; SAHA, 2018). Outros métodos de controle
vém sendo investigados, como por exemplo, o bioldgico, porém com algumas restricdes; por
exemplo, o Bti (Bacillus thuringiensis var. israelenses) pode perder a sua atividade com o calor
intenso e alta incidéncia de luz. Com isso, ter uma variedade de inseticidas naturais (extratos,
6leos e compostos vegetais) ambientalmente seguros, com mecanismos de acdo diversificados se
tornou uma importante estratégia para diminuir a formagéo dessa resisténcia e diminuir os efeitos
negativos ao meio ambiente causados pelos inseticidas sintéticos (SMITH; KASAI; SCOTT,
2016; MOLTINI-CONCLOIS et al., 2018; MOSSA; MOHAFRASH; CHANDRASEKARAN,
2018).

Lectinas sdo um grupo de proteinas que podem se ligar reversivelmente a carboidratos e
glicoconjugados. Sdo encontradas em todos os seres vivos e nas plantas sdo detectadas em
diversos tecidos, tais como raiz, caule, folha, frutos e sementes. Elas possuem diversas atividades
bioldgicas, dentre elas a inseticida (PROCOPIO et al., 2017; HENDRICKSON; ZHERDEYV,
2018; HOSSELET et al., 2020; SANTOS, 2020). A lectina WSMolL, isolada das sementes de

Moringa oleifera, apresentou atividades larvicida, ovicida e estimulou a oviposicao de A. aegypti
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(COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2014; AGRA-NETO et al., 2014;
SILVA et al.,, 2019; SANTOS et al., 2020) Lectinas isoladas da entrecasca (MuBL), cerne
(MuHL) e folhas (MuLL) de Myracrodruon urundeuva mostraram agdo contra larvas de A.
aegypti, afetando a atividades de enzimas digestivas (protease, tripsina e a-amilase) e diminuindo
na viabilidade dos ovos (SA et al., 2009; NAPOLEAO et al., 2012; ALVES et al., 2020).

Punica granatum (Lythraceae) é uma planta bastante utilizada na medicina popular
devido a sua grande quantidade de compostos bioativos, tais como, proteinas e polifenois
(KHWAIRAKPAM et al., 2018). Existem estudos descrevendo atividades bioldgicas de
diferentes tecidos da P. granatum, tais como antiviral (ANGAMUTHU et al.,, 2019),
antioxidante, antidiabética (MAYASANKARAVALLI et al, 2020), anticAncer (AHMED et al.,
2017), antimicrobiana (GULUBE; PATEL, 2016), anti-inflamatéria (HOUSTON et al., 2017) e
inseticida (MISHRA et al., 2017). O extrato etandlico da casca do seu fruto (romd) apresentou
mortalidade contra larvas (Ultimo estdgio larval) e adultos de Rhynchophorus ferrugineus
(gorgulho vermelho), obtendo uma LCsy de 37,4 mg/mL. Extrato aquoso, etandlico e metandlico
da casca da roma também apresentaram atividade contra larvas (terceiro estagio larval) e adultos
do besouro vermelho da farinha, Tribolium castaneum (HAMOUDA et al., 2014; EL NAMAKY
etal., 2021).

O suco da romd possui uma gama de metabdlitos, o que favorece sua utilizacdo para
beneficio da saude. Dentre eles estdo os taninos hidrolisaveis, antocianinas, &cidos fenolicos,
flavonoides (HEGAZI et al., 2021) e uma lectina, a PgTeL (SILVA et al., 2016). PgTeL (Punica
granatum sarcotesta lectin) é uma lectina ligadora de quitina de massa molecular de 26 kDa e
cuja sequéncia apresenta similaridades (37%) com uma quitinase isolada das sementes de P.
granatum. PgTeL apresentou atividade bioldgica contra fungos do género Candida e bactérias
patogénicas ao homem, incluindo isolados resistentes a antibiéticos de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (SILVA et al., 2016, 2018, 20193, 2019b, 2021).

Esse trabalho analisou a composicédo fitoquimica do extrato salino de P. granatum, além
disso, avaliou a atividade larvicida do extrato, da fracdo proteica e de PgTeL da sarcotesta de P.
granatum contra larvas L, de A. aegypti, bem como o efeito do extrato nas atividades das

enzimas digestivas (tripsina e a-amilase) das larvas.

2 Materiais e métodos
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2.1 Material vegetal e insetos

Frutos de Punica granatum foram coletados na cidade de Recife, Pernambuco, Brasil,
com a autorizacdo (n° 36301) do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBiIo). Colb6nia de Aedes aegypti (cepa Rockefeller) mantida no Laboratério de Ecologia
Quimica, do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco,
foi utilizada. Os insetos sdo mantidos a uma temperatura de 27+0,5 °C e fotoperiodo de 12:12
(claro/escuro). Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizadas larvas no inicio (cabeca branca) do
quarto estagio (L4)

2.2 Preparacao do extrato de P. granatum e isolamento da PgTeL

As sementes de roma foram peneiradas (mesh: 1 mm) para separacdo da sarcotesta
(membrana gelatinosa), formando assim um suco. Logo ap6s, foi adicionado NaCl 0,15 M em
uma proporcao 9:1 (suco/NaCl) e a mistura foi submetida a homogeneizacdo utilizando um
agitador magnético por 6 h. Em seguida foi filtrada com gaze e centrifugada (3000 g, 15 min), o
sobrenadante resultou no extrato.

PgTeL foi purificada a partir do extrato seguindo o procedimento estabelecido por Silva et
al. (2016), que inclui fracionamento com sulfato de aménio (saturacdo de 30%) e cromatografia
em coluna de quitina. PgTeL foi avaliada quanto a concentracdo de proteinas e atividade

hemaglutinante.

2.3. Concentracdo de proteinas e atividade hemaglutinante

A determinacédo da concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com Lowry et al.
(1951) usando curva padrdo de albumina bovina sérica (31,25-500 pg/mL; Sigma-Aldrich,
USA). A atividade hemaglutinante foi realizada utilizando placas de microtitulagdo (Kartell
S.P.A., Italy). As amostras (50 ul) foram diluidas serialmente em NaCl 0,15M antes da incubagdo
com uma suspensdo (2,5% v/v) de eritrécitos de coelho fixados com glutaraldeido. A atividade

hemaglutinante correspondeu ao inverso da maior diluicdo da amostra ainda capaz de promover a
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aglutinacéo total dos eritrocitos. A atividade hemaglutinante especifica foi definida como a razéo
entre atividade hemaglutinante sobre a concentracéo de proteinas (mg/mL).

2.4 Analise fitoquimica

As classes de metabdlitos secundarios presentes no extrato foram determinadas atraves da
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando placas de silicas (60F254, revestida com
aluminio, 200 um de espessura, 8,0 x 5,0 cm, Merck, Darmstadt, Alemanha). Foram utilizados 0s
sistemas de desenvolvimento e reveladores na seguinte ordem: EtOAc/HCOOH/AcOH/H20
(100:11:11:26  v/v) junto com o reagente de Dragendoff para alcaloides,
EtOAc/HCOOH/AcOH/H20 (100:0,5:0,5:0,5 v/v) junto com o reagente Lieberman-Burchard
para triterpenos e esteroides,; EtOAc/HCOOH/AcOH/H20 (100:11:11:27 v/v) junto com o
reagente Neu para e flavonoides agliconas e heterosideos e também para derivados de &cido
cindmico; EtOAc/HCOOH/AcOH/H20 (100:11:11:26 v/v) junto com vanilina — &cido cloridrico
para proantocianidinas (HARBORNE, 1998).

Em seguida, o extrato foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
em um sistema de HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, EUA), acoplado a um
detector arranjo de fotodiodo (DAD; Thermo Fisher Scientific) equipado a uma bomba binéria
(HPG-3x00RS, Thermo Fisher Scientific), degaseificador e amostrador automatico com um loop
de 20 puL (ACC-3000, Thermo Fisher Scientific). Foi utilizado um comprimento de onda fixo em
270 nm e uma coluna C18 (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 um) Dionex equipada com pré-coluna (C18
de 4mm x 3,9 m; Phenomenex). As separacdes cromatograficas foram realizadas, com uma
temperatura de 26 + 1°C. A fase movel foi composta por agua ultrapura (A) e metanol (B)
acidificados com &cido trifluoroacético a 0,05% e fluxo ajustado para 0,7 mL/min. Foi aplicado o
seguinte programa de gradiente: 0-10 min, 15-25% de B; 10-15 min, 25-40% de B; 15-20 min,
40-80% de B; 20-25 min, 80% de B; 25-30 min, 80-45% de B; 30-31 min, 40-15% de B; 31-33
min, 15% de B. A injecdo foi realizada em triplicata, e os dados analisado com o Software
Chromeleon 6.8 (Dionex/ Thermo Fisher Scientific, EUA).

2.5 Ensaio larvicida contra Aedes aegypti
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Os insetos foram obtidos a partir de uma col6nia (cepa Rockefeller) mantidos no
Laboratorio de Ecologia Quimica da UFPE sob temperatura de 27+0,5 °C, 75-80% de umidade
relativa e fotoperiodo de 12:12. Os ovos do A. aegypti foram colocados em contato com agua
destilada contendo racdo de gato (Whiskas) para que houvesse a eclosdo das larvas. Quando as
larvas chegaram ao quarto estagio larval (L4), elas foram coletadas para sua utilizacdo nos
ensaios. O ensaio larvicida foi feito através de uma adaptagdo do método da Organizacdo
Mundial de Saude (1981) descrita por Navarro et al. (2013). O extrato salino (solucdo-mae de
100%), fracdo proteica (solucdo-mée de 10 mg/mL) e a PgTeL (solucdo-mée de 1,74 mg/mL)
foram diluidos em &gua destilada para obter solu¢Ges-teste nas faixas de concentracéo de 1,0-7,0
% (extrato), 1,0-5,0 mg/mL (fracdo proteica) e 0,1-1,0 mg/mL (PgTeL), em um volume final de
cada ensaio de 20 mL. O controle negativo foi feito apenas com &gua destilada. Foram
adicionadas a cada ensaio 20 larvas e a mortalidade foi determinada ap6s 48 h de incubacéo.
Cada ensaio foi realizado em triplicata e foram mantidos fotoperiodo de 12:12 (Claro/escuro) e
temperatura de 27+0,5 °C.

2.6 Preparacao do extrato do intestino das larvas

Grupos contendo 50 larvas de A. aegypti foram imobilizados a uma temperatura de 4 °C
por 10 min. Em seguida, os intestinos das larvas foram removidos utilizando agulha com 8 mm
de comprimento e espessura de 0,3 mm (BD Ultra-fine Il from Becton, Dickinson and Company,
NJ, USA), com auxilio de estereomicroscopio. Os intestinos removidos foram homogeneizados
junto com 1 mL de tampdo acetato (acetato de sodio 0,1 M pH 5,5) ou Tris (Tris-HCI 0,1 M pH
8,0). Apos centrifugacdo (9000 g, 4 °C, 15 min) o sobrenadante foi coletado e a concentracéo de

proteinas foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951).

2.7 Efeito do extrato salino de P. granatum sobre a atividade de enzimas digestivas das larvas

A atividade de tripsina foi determinada de acordo com o método de Kakade et al. (1969).
O extrato do intestino das larvas (75 pL; 135 pg de proteina) em Tris foi incubado (30 min, 25
°C) junto com o extrato da roma (75 pL, 0,62-10,00%) ou com NaCl 0,15 M (controle 100% de

atividade). Em seguida, foram adicionados o substrato N-benzoil- DL-arginil-p-nitroanilida a 8
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mM (BApNA:15 pL) e o tampdo Tris (35 pL). Em seguida, foi feita a leitura da absorbancia a
405 nm. Controles na auséncia de BApNA contendo somente o0 extrato das larvas ou o extrato de
P. granatum foram realizados. Ainda, controle contendo BApNA e o extrato de P. granatum
também realizado. Uma unidade de atividade de tripsina foi definida como a quantidade de
enzima que hidrolisa 1 pmol de BApNA por minuto.

A atividade de a-amilase foi determinada de acordo com o método de Bernfeld (1955). O
extrato do intestino das larvas (50 pL; 90 pg de proteina) em acetato foi incubado com o extrato
de P. granatum (50 pL; 0,31-10,00%) ou NaCl 0,15 M (controle 100% de atividade) por 30 min
a 25 °C. Em seguida, cada ensaio recebeu com 400 pL de substrato (amido soltivel 0,1 M em
tampao acetato) e foi incubado por 10 min a 50 °C. Apds a incubacdo, foram adicionados 500 pL
de solucdo de acido dinitrosalicilico (DNS) e os testes foram aquecidos a 100 °C por 6 min e logo
resfriados em gelo por 15 minutos. Foi realizada entdo a leitura da absorbancia em 540 nm.
Controles na auséncia de amido contendo somente o extrato das larvas ou o extrato de P.
granatum foram realizados. Ainda, controle contendo amido e o extrato de P. granatum também
realizado. A quantidade de acgUcares redutores foi determinada usando uma curva padrdo de
glicose (Y =1,7366X + 0,0228; Y é a absorbancia em 540 nm; X é a concentracdo de glicose em
mg/mL). Uma unidade de atividade de amilase foi definida como a quantidade de enzima que
produz 1 pmol de glicose por minuto.

2.8 Analises estatisticas

Os desvios-padrdo (DP) foram calculados usando GraphPad Prism versdo 8.0 para
Windows e os dados foram expressos como a media das replicatas £ DP. Diferencas
significativas entre os tratamentos foram analisados por test t de Student (significancia de
p<0.05) usando programa SPSS® Statistics versdo 18. As concentracBes necessarias para matar
50% das larvas (CLsg) em 48 h foram calculadas por andlise de probit com intervalo de confianca
de 95% usando o programa SPSS® Statistics versao 18.

3 Resultados e discussao
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Os relatos prévios da atividade inseticida da roma e de lectinas vegetais ligadoras de
quitina estimularam a realizagdo desse estudo. O extrato salino de P. granatum apresentou
concentracdo de proteinas de 17,1 mg/mL e uma AH especifica (AHE) de 0,93. Apols o
tratamento com sulfato de amoénio (30%), a fracdo sobrenadante apresentou concentracéo
proteica de 40,3 mg/mL e AHE de 12,7. A capacidade de aglutinar eritrdcitos tanto no extrato
quanto na fracdo revelam a presenca de PgTeL ativa. O aumento da AH especifica (Tabela 1)
confirma que a fracdo obtida é uma preparacao enriquecida em PgTeL. A lectina foi isolada em
coluna de quitina, segundo o protocolo previamente estabelecido por Silva et al. (2016) com
AHE de 5.689, confirmando a funcionalidade dos sitios de ligacdo a carboidratos da lectina na
amostra obtida.

Tabela 1 — Purificacdo da lectina da sarcotesta de P. granatum (PgTeL)

Amostra  Proteina (mg/mL) AH (UAH) AHE (UAH/mg)
Extrato 17,1 16 0,93
Fracao 40,3 512 12,7
Lectina 0,18 1024 5.689

O namero da unidade de atividade hemaglutinante (UAH) é definido como o inverso da maior
diluicdo que promoveu a aglutinagdo dos eritrocitos. Atividade hemaglutinante especifica (AHE)
corresponde a razdo entre a AHE sobre a concentragéo proteica (mg).

De acordo com o resultado da andlise fitoquimica do extrato através de cromatografia em
camada delgada (CCD), quatro classes de compostos presentes na amostra testada: taninos
hidrolisaveis, derivados cindmicos, terpenos e esteroides, e agucares redutores. Esses resultados
corroboram com outros estudos em que essas classes de compostos também foram identificadas
na roma (MENA et al., 2011a; 2014). Uma analise feita com cinco cultivares de P. granatum na
Espanha, revelou que agucares mais abundantes no suco foram a frutose e a glicose (MENA et
al., 2011b).

A anélise feita por CLAE identificou alguns dos compostos presentes no extrato salino
(Figuras 2 e 3), sendo eles o acido elégico, as punicalaginas o e B, derivados de acido elagico e
derivados cindmicos. O teor de cada composto pode ser visto na Tabela 1. Estudo avaliando

componentes presentes no suco da roma atraves de CLAE descreveu a presenca de punicalaginas
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(o € B) e acido elagico (MENA et al., 2013), corroborando com os nossos resultados. Além do
suco, punicalagina, &cido gélico e acido elagico também ja foram encontrados na casca do fruto
de P. granatum (JAIN et al., 2011).
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Figura 1 — Perfil do extrato salino da sarcotesta de Punica granatum em cromatografia liquida de alta eficiéncia
coluna C18 e comprimento de onda de 270 nm.

Tabela 2 — Teor de componentes encontrados no extrato salino da sarcotesta de Punica granatum.

Derivados do &acido

Acido elagico Punicalaginas a e f o Derivados cinamicos
elagico
0,22 g% (0,06%)
0,21 g% (0,10%) 0,22 g% (0,04%) 0,39 g% (0,06%)
0,23 g% (0,36%)

Os resultados estéo expressos como média (desvio padréo relativo).

Dentre os metabdlitos secundarios, a romd é bem reportada por possuir elevadas
concentragdes de compostos fendlicos. A punicalagina (andmeros o e ), um tanino
hidrossoltvel, ¢ um polifenol de alta massa molecular apresentando caracteristicas de cor,
adstringéncia e estabilidade oxidativa. Ela é considerada uma molécula multifuncional, possuindo
atividades antioxidante, antimicrobiana e anticancer (OUDANE et al., 2018; ZHANG et al.,
2020; GOSSET-ERARD et al., 2021). O acido elagico é um derivado dimérico do acido galico e

é encontrado nas plantas, na sua forma livre e seus derivados, ou ligados como elagitaninos
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soliveis em &gua. O &cido elagico da P. granatum apresentou atividades anti-inflamatdria e
anticancer (LANDETE, 2011; BARADARAN RAHIMI et al., 2020). O &cido cindmico é um
acido organico natural da planta e de acordo com sua estrutura ele pode ser apresentado na forma
de diversos derivados; estudos relatam sua capacidade antioxidante e antimicrobiana (SOVA,
2012; PEPERIDOU et al., 2017).
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Figura 2 — Espectros de absorcdo na faixa de 190 a 400 nm dos picos encontradas no perfil do extrato salino da
sarcotesta de Punica granatum em CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) coluna C18, correspondendo aos
compostos: punicalagina a (A), punicalagina B (B), derivado cinamico 1 (C), derivado cindmico 2 (D), derivado do

acido elagico (E) e acido elagico (F).
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Extratos contendo compostos fendlicos ja foram testados contra A. aegypti. O extrato de
raizes de Waltheria viscosissima apresentou atividade larvicida e em sua composicdo foram
encontrados esteroides, triterpenos, alcaloides e flavonoides (FERREIRA et al., 2019) Taninos
foram identificados em fracGes isoladas da casca do caule Magonia pubescens que apresentaram
grande potencial larvicida contra A. aegypti (SILVA et al., 2004). Do mesmo modo, o extrato
etandlico do caule de Euphorbia tirucalli Linn foi eficaz contra larvas de A. aegypti e sua analise
fitogquimica acusou a presenca de taninos (YUSUF; EFENDI; DIANTASARI, 2020).

O resultado do ensaio larvicida demonstrou que o extrato salino foi capaz de induzir a
morte de larvas do A. aegypti, apresentando uma CLsy de 3,9% (Figura 1). Por outro lado, a
fracdo proteica ndo foi toxica para as larvas. A lectina PgTeL também néo apresentou atividade
larvicida nas concentracGes testadas, que chegou até 1,0 mg/mL, valor considerado bastante
superior aos de CLso determinadas para as lectinas MuBL, MuHL, MuLL e WSMoL, que foram
0,125, 0,040, 0,202 e 0,197 mg/mL, respectivamente (SA et al., 2009; COELHO et al., 2009;
NAPOLEAO et al., 2012). Esses resultados indicam que PgTeL, apesar de também ser uma
lectina ligadora de quitina, ndo é o principio larvicida presente no extrato salino da sarcostesta de

P. granatum.
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Figura 3- Mortalidade de L, de A. aegypti incubadas com extrato salino da sarcotesta de P. granatum.CLs, é a

concentracdo necessaria para matar 50% das larvas e foi determinada pela anélise de probitos.
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Muitos compostos podem influenciar no efeito das enzimas digestivas das larvas de
insetos, causando alteragdes antinutricionais que podem acarretar na mortalidade (NAPOLEAO
et al., 2019; CHEN et al., 2021). Sendo assim, foi investigado o efeito do extrato salino da P.
granatum sobre a agdo das enzimas digestivas tripsina ¢ a-amilase da L4. O extrato salino inibiu a
acao da enzima tripsina (Figura 4A) obtendo diferenca significativa em relagéo ao controle em
todas as concentracdes testadas e, dependendo da concentracdo, teve efeito estimulatorio ou
inibitorio sobre a enzima a-amilase (Figura 4B). Extratos que inibiram o efeito da tripsina em
larvas L, de Aedes albopictus, foram os das folhas de Curcuma longa, Plectranthus amboinicus e
extrato de sementes de Artocarpus heterophyllus (PRAKASH; KORMATH; MEETHAL, 2020).

Durante o seu estagio larval, a matéria organica presente na adgua derivada de detritos,
bactérias, fungos e algas representa uma fonte nutricional importante para as larvas de A. aegypti
(SOARES et al., 2011). Proteases (como tripsina) e glicosidases (como a amilase) apresentam
papel importante na digestdo de proteinas e carboidratos para larvas de A. aegypti. A inibicdo das
mesmas pode prejudicar o processo de digestdo e comprometer o seu desenvolvimento, podendo
levar a morte do inseto (CAMAROTI et al., 2017). Polifenois extraidos de plantas ja sdo
reportados na literatura por alterarem a atividade de enzimas digestivas de espécies animais
(BARRETT et al., 2018).

4 Concluséo

Esse estudo revelou que o extrato salino da sarcotesta de P. granatum contendo
punicalaginas, acido elagico, derivados cindmicos e lectina possui atividade larvicida contra A.
aegypti. Porém, a lectina PgTeL néo € o principio responsavel por essa atividade. O mecanismo
de agdo do extrato pode envolver a modulacdo da atividade de enzimas digestivas (tripsina e a-
amilase). Os resultados estimulam novos estudos visando a disponibilizacdo do extrato da
sarcotesta da roma ou de seus componentes bioativos como ferramentas para uso no controle do

A. aegypti.
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4 CONCLUSOES

e De acordo com a analise fitoquimica o extrato contém taninos hidrolisaveis, terpenos e
esteroides, derivados cindmicos e agUcares redutores. Foram identificados 0os compostos
punicalagina a e 3 e acido elagico.

e O extrato salino de Punica granatum apresentou atividade larvicida contra Aedes aegypti
com uma CLsg de 3,9%.

e O extrato também contém a lectina PgTeL, porém essa proteina ndo mostrou ser o
principio ativo do extrato contra as larvas. Além disso, a fracdo proteica também néo
apresentou atividade larvicida.

e O extrato teve efeito modulatério sobre as enzimas digestivas tripsina e amilase das

larvas.
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