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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti é vetor dos virus causadores da dengue, chikungunya, febre
amarela e doenca pelo virus Zika. O controle desse vetor € um dos pontos-chaves na
profilaxia dessas doencas. WSMoL (lectina solivel em agua de sementes de Moringa
oleifera) é uma proteina com acdes larvicida, ovicida e estimulante de oviposicdo sobre A.
aegypti. A presente tese teve como objetivos: analisar o efeito de preparacGes (extrato e fracdo
lectinica) contendo WSMoL no desenvolvimento e fecundidade de A. aegypti; investigar
possiveis receptores de WSMoL presentes nas patas de fémeas e que possam estar envolvidos
na acdo estimulante de oviposicdo; e desenvolver formulacdo (tipo comprimido) inseticida
contendo a fracdo. Para alcancar o primeiro objetivo, individuos de A. aegypti foram expostos
por 24 h durante o terceiro instar larval ao extrato (0,1-1,0 mg/mL de proteinas) ou fracdo
(0,05-0,6 mg/mL de proteinas) e a sobrevivéncia e o desenvolvimento foram seguidos por 9
dias ap6s a exposicdo. A capacidade de alimentacdo de fémeas adultas que se desenvolveram
a partir das larvas tratadas e a eclosdo dos ovos depositados por elas também foram avaliados.
Além disso, alteracfes na histologia do intestino médio de larvas no quarto estagio, pupas e
adultos derivados dos individuos tratados foi investigada. Na segunda etapa, extrato de
proteinas de membrana das patas de A. aegypti obtido utilizando o detergente Triton X-100
foi aplicado em coluna contendo a matriz WSMoL-Sepharose e as proteinas adsorvidas foram
eluidas com &cido acético 0,1 M e avaliadas quanto ao perfil em cromatografia de gel filtracdo
e em eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE). A
similaridade das proteinas adsorvidas com sequéncias depositadas em bancos de dados foi
investigada. Por fim, comprimidos contendo a fracdo lectinica foram desenvolvidos e
avaliados quanto aos efeitos larvicida, ovicida e moduladora de oviposi¢cdo. O extrato e a
fracdo induziram a morte de larvas de A. aegypti ao longo do periodo p6s-exposicao. Ambas
as preparacdes também atrasaram o ciclo de desenvolvimento. O intestino médio das larvas e
pupas tratadas mostrou desorganizacdo e vacuolizacdo epitelial, enquanto nos adultos
tratados, o epitélio foi subdesenvolvido em comparacdo ao controle. As fémeas adultas que se
desenvolveram a partir de larvas tratadas com a fragdo ganharam menos peso apds o repasto
sanguineo e depositaram menor quantidade de ovos, que também apresentaram menor taxa de
eclosdo. A matriz WSMoL-Sepharose foi capaz de reter proteinas presentes no extrato de
patas. O pico proteico continha proteinas com massa molecular de aproximadamente 20 kDa,
detectadas duas bandas polipeptidicas (17,0 e 23,7 kDa) em SDS-PAGE. Anélise por MS/MS

indicou similaridade com transportadores ABC, que sdo amplamente distribuidos em insetos e



tém sido relacionados com o efluxo de inseticidas. Os comprimidos contendo a fragéo a 10%
e 15% promoveram mortalidade de 42,5% e 95% das larvas apos 48 h, respectivamente. Os
comprimidos a 5%, 10% e 15% inibiram (36 a 74%) a eclosdo dos ovos ap0s 72 h de
exposicdo. Ainda, o comprimido a 15% apresentou efeito repelente de oviposicdo. A partir da
presente tese, pode-se concluir que: a) a exposicdo de larvas de A. aegypti a extrato aquoso e
fracdo contendo WSMoL resultou no desenvolvimento de fémeas com epitélio intestinal
subdesenvolvido, ingurgitamento reduzido ap0s repasto sanguineo e consequente
comprometimento de sua fertilidade e fecundidade; b) WSMoL ¢ capaz de se ligar a
proteina(s) de membrana presentes nas patas de fémeas, o que pode estar relacionado com a
atividade estimulante de oviposicdo; c) preparacdo enriquecida de WSMoL apresentou

atividade inseticida contra A. aegypti quando incorporada em comprimidos.

Palavras-chave: Fracdo proteica. Lectina. Aedes aegypti. Comprimido inseticida. Receptor
de oviposigéo.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is the vector of the viruses that cause dengue, chikungunya,
yellow fever and Zika virus disease. The control of this vector is one of the key points in the
prophylaxis of these diseases. WSMoL (water-soluble lectin from Moringa oleifera seeds) is
a protein with larvicidal, ovicidal and oviposition-stimulant activities on A. aegypti. The
present thesis aimed: to analyze the effect of preparations (extract and lectin-rich fraction)
containing WSMoL on the development and fecundity of A. aegypti; to investigate possible
WSMoL receptors present in the legs of females and that may be involved in the oviposition-
stimulant action; and to develop an insecticide formulation (tablets) containing the fraction.
To reach the first objective, individuals of A. aegypti were exposed for 24 h during the third
larval instar to the extract (0.1-1.0 mg/mL of protein) or fraction (0.05-0.6 mg/mL of protein)
and survival and development were followed for 9 days post-exposure. The feeding capacity
of adult females that developed from the treated larvae and the hatching of the eggs deposited
by them were also evaluated. In addition, changes in the histology of the midgut of larvae in
the fourth stage, pupae and adults derived from the treated individuals was investigated. In the
second step, extract of membrane proteins from the legs of A. aegypti,obtained using the
detergent Triton X-100, was applied to a column containing a WSMoL-Sepharose matrix and
the adsorbed proteins were eluted with 0.1 M acetic acid and evaluated for profile in gel
filtration chromatography and electrophoresis in polyacrylamide gel under denaturing
conditions (SDS-PAGE). The similarity of the adsorbed proteins with sequences deposited in
databases was investigated. Finally, tablets containing the lectin-rich fraction were developed
and evaluated for larvicidal, ovicidal and oviposition-modulatory effects. The extract and the
fraction induced the death of A. aegypti larvae throughout the post-exposure period. Both
preparations also delayed the development cycle. The midgut of treated larvae and pupae
showed disorganization and epithelial vacuolization, while in treated adults, the epithelium
was underdeveloped compared to the control. Adult females that developed from larvae
treated with the fraction gained less weight after blood meal and deposited fewer eggs, which
also had a lower hatching rate. The WSMoL-Sepharose matrix was able to retain proteins
present in the legs extract. The protein peak contained proteins with a molecular mass of
approximately 20 kDa, being two polypeptide bands (17.0 and 23.7 kDa) detected on SDS-
PAGE. Analysis by MS/MS indicated similarity with ABC transporters, which are widely

distributed in insects and have been related to the efflux of insecticides. The tablets containing



the fraction at 10% and 15% promoted mortality of 42.5% and 95% of the larvae after 48 h,
respectively. The 5%, 10% and 15% tablets inhibited (36 to 74%) the hatching of the eggs
after 72 h of exposure. In addition, the 15% tablet had an oviposition repellent effect. From
this thesis, it can be concluded that: a) the exposure of A. aegypti larvae to aqueous extract
and fraction containing WSMoL resulted in the development of females with underdeveloped
intestinal epithelium, reduced engorgement after blood meal and consequent impaired fertility
and fertility; b) WSMoL is able to bind to the membrane protein(s) present in the legs of
females, which may be related to the oviposition-stimulant activity; c) preparation enriched

in WSMoL showed insecticidal activity against A. aegypti when incorporated into tablets.

Keywords: Protein fraction. Lectin. Aedes aegypti. Insecticidal table. Oviposition receptor.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que aproximadamente 40% da populacdo mundial, distribuida em mais de
130 paises, estd exposta a variados tipos de doencas transmitidas por mosquitos (as
arboviroses) resultando em milhares de mortes anualmente (YANG et al., 2012). Dentre essas
doencas, a dengue é um dos maiores problemas de saude publica no Brasil e no mundo. Ela é
transmitida pelo mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), o qual é também vetor de
outras arboviroses, como febre amarela, febre Chikungunya e doenca do virus Zika. O
controle de populacGes desse mosquito permanece sendo a principal medida adotada nos
programas de prevencdo dessas doencas em areas endémicas (PLIEGO-PLIEGO et al., 2020).

A busca por novos agentes inseticidas tem sido estimulada, uma vez que a utilizacdo
excessiva de inseticidas quimicos para controle de populacdes do A. aegypti tem resultado na
selecdo de populacdes resistentes; ainda, esses compostos apresentam toxicidade contra
organismos néo-alvo e séo persistentes no ambiente. Diversos estudos tém demonstrado o
potencial de produtos naturais contra o A. aegypti, tais como extratos vegetais, 0Oleos
essenciais, metabolitos secundarios, lectinas e inibidores de proteases PONTUAL et al.,
2014; AZEEM et al., 2019;ARRUDA et al., 2019; ALVES et al., 2020).

Larvas e adultos de A. aegypti vivem de maneiras diferentes e, portanto, apresentam
diferentes caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas. Para o amadurecimento da larva até a
fase adulta, é necessario que ela acumule reservas energéticas durante o estagio larval e passe
por uma reorganizacdao celular a nivel intestinal (BRUSCA & BRUSCA, 2007). Assim,
qualquer interferéncia no desenvolvimento do intestino médio pode afetar a metamorfose e
até mesmo provocar reducdo da fertilidade de adultos (FERNANDES et al., 2014). Os
inseticidas que atuam sobre as larvas tém recebido maior atencdo que os agentes adulticidas,
uma vez que previnem a emergéncia da forma adulta, que é transmissora de doencas e com
maior capacidade de dispersdo (FARNESI & VALLE, 2013). O intestino do A. aegypti € um
orgdo bem estudado no adulto pois é o local onde acontece a digestdo do sangue e €
considerado o "portal” para entrrada varios patdégenos através da ingestdo de sangue
contaminado (GUPTA et al., 2005; PENNINGTON et al., 2011). Sendo assim, estudos sobre
este 6rgdo sdo importantes para estabelecer estratégias de controle do vetor.

Moringa oleifera ¢ uma planta pertencente a familia Moringaceae, nativa da India e
amplamente cultivada nos trépicos de todo o mundo (AMAGLO et al., 2010). Nos paises em

desenvolvimento, as sementes de M. oleifera sdo amplamente utilizadas como coagulante
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natural para tratamento de agua, principalmente em &reas rurais onde recursos hidricos séo
escassos. As sementes contém proteinas coagulantes que podem ser facilmente extraidas em
agua e promovem a precipitacdo de particulas em suspensdo, levando a diminuicdo na
turbidez da agua (SANTOS et al., 2009; FERREIRA et al., 2011). Dentre essas proteinas,
encontram-se lectinas, proteinas que se ligam a carboidratos de forma especifica e reversivel.
Além da atividade coagulante, a lectina soluvel em &agua de sementes de M. oleifera
(WSMoL, do inglés water-soluble M. oleifera lectin) apresentou efeitos deletérios sobre o A.
aegypti, sendo potencial candidata para utilizacdo em estratégias de controle do mosquito
(COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2012, 2014).

WSMolL foi agente larvicida contra larvas de A. aegypti no quarto estagio e apresentou
efeito ovicida sobre ovos frescos e estocados (COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2012).
Agra-Neto et al. (2014) demonstraram que o efeito larvicida de WSMoL pode estar
relacionado com um efeito estimulatério sobre a atividade de enzimas proteoliticas presentes
no trato intestinal das larvas. WSMoL apresentou também atividade estimulante de
oviposicdo sobre fémeas gravidas de A. aegypti, tanto em condicdes de laboratdrio quanto em
campo simulado. Os estudos demonstraram que WSMoL atua como uma pista quimica para a
oviposicdo, provavelmente devido a interagdo com receptores e sensores de contato
(qustatdrios) e ndo através de estimulos olfativos (SANTOS et al., 2012, 2014).

O desenvolvimento de uma formulagéo inseticida deve considerar que a mesma seja
facil de ser produzida e administrada, possa ser convenientemente armazenada e apresente
viabilidade econémica (BULLA JR et al. 1975; MEDEIROS et al. 2005). As duas formas
principais de administracdo sdo as formulac@es liquidas (emulsdes, suspensfes aquosas) e as
formulacgdes sélidas (p6, p6 molhavel, granulos, granulos dispersiveis em agua, briquetes,
tabletes e comprimidos solaveis).

Diante do exposto sobre a necessidade de controle do A. aegypti e a acdo inseticida da
lectina WSMoL sobre esse mosquito, a presente tese foi construida de forma a responder trés
questionamentos:

e Seriam extrato de sementes de moringa e fracdo enriquecida em WSMoL capazes
de interferir no remodelamento intestinal durante a metamorfose de larvas em
pupas e adultos, com consequente impacto na fecundidade das fémeas originadas?

e WSMoL atua como estimulante de oviposi¢do por interagir com proteinas receptors

presentes nas patas das fémeas?
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o A fracdo enriquecida em WSMoL é capaz de exercer os efeitos deletérios sobre A.

aegypti quando incorporada em uma formulacéo sélida (comprimidos).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 GERAL

» Investigar preparac6es contendo WSMoL quanto a repercussao da exposicao de larvas
de A. aegypti a essas amostras no desenvolvimento intestinal e fecundidade de adultos,
capacidade de interacdo com proteinas extraidas de patas de fémeas e eficiéncia

inseticida quando incoporadas em comprimidos.

1.1.2 ESPECIFICOS

v Obter preparagdes contendo WSMoL (extrato, fracdo enriquecida em lectina e
WSMolL isolada) seguindo procedimentos previamente estabelecido.

v Investigar o impacto da exposicdo por 24 horas de larvas de A. aegypti ao extrato e
fracdo lectinica na sobrevivéncia, remodelacdo intestinal durante a metamorfose e
capacidade de alimentacéo e fecundidade das fémeas originadas.

v" Definir melhores métodos de extracdo de proteinas de membrana das patas de fémeas
de A. aegypti.

v' Avaliar a ligacdo de proteinas extraidas das patas a matriz contendo a WSMoL
imobilizada.

v' Caracterizar as proteinas de patas ligantes de WSMoL através de cromatografia de gel
filtracdo, eletroforese e espectrometria de massas.

v Investigar a compatibilidade entre a fracdo lectinica e excipientes utilizadas na
preparacdo de formulacao solida (comprimidos).

v" Obter comprimidos contendo a fracdo lectinica e avalia-los quanto as atividades

larvicida, ovicida e efeito na oviposigédo de A. aegypti.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Aedes aegypti

2.1.1 Caracteristicas gerais

Existem duas espécies principais de mosquitos do género Aedes (Ordem Diptera,
Familia Culicidae) capazes de transmitir, além da dengue, outras arboviroses como
chikungunya, doenca do virus Zika e febre amarela: Aedes aegypti e Aedes albopictus
(LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004). Devido a ampla distribuicdo global do A. aegypti
nos trépicos e subtropicos (Figura 1) e ao seu facil desenvolvimento nos centros urbanos, ele
representa um sério risco a saude humana e controlar a populacdo desse inseto é uma forma

importante de diminuir a transmisséo dessas doengas (SMITH, KASAI & SCOTT, 2016).

Figura. 1 - Distribuicdo geografica de populacdes de Aedes aegypti.
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Fonte: Ding et al. (2018).

A ocorréncia do A. aegypti foi descrita pioneiramente por Linnaeus no Egito, em 1762,
Esse mosquito é encontrado em praticamente todo o continente americano, no Sudeste da
Asia, e em toda a india (KRAEMER et al., 2015). Provavelmente, a insercdo dessa espécie no
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Brasil aconteceu na época colonial, entre os séculos XVI e XIX, através dos navios negreiros
(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002). As caracteristicas dos ambientes
urbanos favorecem a proliferacdo do A. aegypti, sendo raramente encontrado em ambientes
em gue o homem ndo esteja presente intensamente. Seus principais criadouros sdo os ditos
artificiais (pneus, garrafas, recipientes, entre outros), principalmente os abandonados a céu
aberto, que acumulam &gua da chuva ou armazenam agua parada (CONSOLI & OLIVEIRA,
1994; SIMOY et al., 2015).

Durante o seu ciclo de vida, o A. aegypti passa por quatro distintas fases: ovo, larva,
pupa e adulto. As trés primeiras fases sdo chamadas de estagios imaturos e ocorrem na agua.
A fase terrestre é representada pelo inseto adulto. As estratégias de controle do mosquito
utilizadas mais rotineiramente tém como alvo as fases aquaticas, principalmente larvas (REIS
etal., 2017).

Os ovos sdo alongados com leve curvatura dorso-ventral e afilados nas extremidades,
apresentando cor palida no momento da oviposicdo tornando-se, logo apos, escuros e
brilhantes. A quiescéncia dos ovos permite a manutencdo do ciclo na natureza durante as
variacdes climaticas sazonais, uma vez que a viabilidade dos ovos de A. aegypti pode chegar
até 492 dias em condicdes de seca, eclodindo ap6s contato com a agua (SILVA & SILVA
1999; SIMOY et al., 2015). O tempo entre a oviposicao e a eclosdo dos ovos dura, em média,
de 2 a 5 dias dependendo das condi¢fes do ambiente (FORATTINI, 1962; SIMOY et al.,
2015).

As larvas passam por quatro estagios evolutivos (L1, L2, L3 e L4), sendo o Gltimo
destes 0 mais longo. Os machos tém, em média, um desenvolvimento larvario mais rapido
que as fémeas. A duracdo da fase larvaria também depende da temperatura, disponibilidade de
alimento e da densidade das larvas no criadouro. Em condices 6timas, o periodo entre a
eclosédo e a pupacdo ndo excede 5 dias. Contudo, com alteracdes de temperatura e escassez de
alimento, o estagio L4 pode prolongar-se por varias semanas (MINISTERIO DA SAUDE,
2001; MOHAMMED & CHADEE, 2011; MOURYA et al., 2004). As larvas do A. aegypti
sdo compostas de cabeca, torax e abddémen, sdo sempre aquéticas e de aspecto vermiforme.
Embora aquaticas, as larvas respiram sempre o oxigénio do ar, necessitando para isso chegar a
superficie da agua. Movimentam-se em forma de serpente, fazendo um S em seu
deslocamento e sdo sensiveis a movimentos bruscos. Sob feixe de luz, deslocam-se com
rapidez, buscando reflgio no fundo do recipiente, caracteristica denominada fotofobia
(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; MINISTERIO DA SAUDE, 2001).
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As pupas, que sucedem o Ultimo estagio larval, tém aspecto de virgula e estdo quase
sempre paradas em contato com a superficie da agua. Seu corpo divide-se em duas porcoes:
cefalotérax e abdémen (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 1962; SUMAN et al.,
2011). Os adultos de A. aegypti possuem seu corpo dividido em cabeca, toérax e abdémen e
representam a fase reprodutiva da espécie. O adulto caracteriza-se por ser antropofilico e
possuir hébito diurno. Geralmente alimenta-se e oviposita ao amanhecer e no periodo
vespertino, proximo ao crepusculo. Morfologicamente, caracterizam-se por ser um mosquito
de tamanho medio, de cor escura, ornamentado com escamas claras prateadas na cabeca, no
escudo, nas pernas e no abdome (Figura 2) (BECKER et al., 2010; CONSOLI & OLIVEIRA,
1998; FORATTINI, 1962; HUANG, 2004).

A capacidade de reproducdo do mosquito é fortemente influenciada pela capacidade da
fémea de conseguir alimento em um hospedeiro desde que 0 sangue € necessario para o
amadurecimento completo dos ovos (BRIEGEL, 1990; MINISTERIO DA SAUDE, 2009). A
fémea consegue fazer ingestdes multiplas de sangue durante um unico ciclo gonadotréfico, o
gue amplia a sua capacidade de se infectar e de transmitir virus. Este comportamento torna o
A. aegypti um vetor eficiente (SCOTT et al., 1993). A selecdo do local de oviposi¢cdo é
influenciada por fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, incluindo intensidade luminosa,
coloragdo do criadouro, temperatura, grau de salinidade, presenca de vegetais e
microrganismos (ou 0s seus produtos metabdlicos) e substancias liberadas por formas
imaturas do mosquito (FORATTINI, 1962).

Figura. 2 — RepresentacGes esquematicas do escudo (A), patas (B) e abdémen (C) de adulto
de Aedes aegypti.

A B C

Fonte: Huang (2004).
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Para A. aegypti, assim como para outros insetos, a percepcao e analise do ambiente é
muito importante, principalmente no momento da oviposi¢ao visando a escolha do ambiente
propicio. O trabalho de coletar informacgdes do ambiente e integrar tais informacdes pertence
as células do sistema nervoso. Nos insetos, a captacdo de informacdes ambientais como
odores e sabores se concentram em estruturas semelhantes a pelos, chamadas sensilas, as
quais se distribuem praticamente por todo o corpo, porém se concentram principalmente nas
antenas, aparato bucal e patas (GOMES et. al., 2010).

A espécie A. aegypti chegou a ser erradicada do Brasil duas vezes, entre 1958 e 1973
(SOPER, 1965; NOBRE et al., 1994). Mas, trés anos depois, surgiram 0s primeiros registros
da reintroducdo do mosquito no pais, devido a falhas na vigilancia epidemioldgica e
urbanizacdo descontrolada (TAUIL et al., 2001; MACIEL et al., 2008). Sendo assim, desde
1976, 0 A. aegypti esta presente em todas 0s estados brasileiros.

O desenvolvimento de inseticidas iniciou-se em 1867, com a formulagdo e uso do
composto arsénico “verde de Paris” e desde 1920 foi notado um aumento do potencial desses
compostos como ferramenta para o controle de insetos. Em 1939, Muller descreveu as
propriedades inseticidas do diclorodifeniltricloroetano (DDT) (ROCHA, 2014). Esse
composto foi muito usado no controle de insetos e pragas agricolas mas, devido a sua
persisténcia no meio ambiente e a reduzida eficacia contra insetos resistentes, teve seu uso
banido na maioria dos paises (HEMINGWAY; RANSON, 2005).

Os inseticidas quimicos sdo classificados de acordo com as suas estruturas quimicas
em quatro principais grupos: piretroides, organofosforados, carbamatos e organoclorados,
sendo os dois primeiros 0os mais frequentemente usados no controle de vetores (BISSET,
2002; HEMINGWAY; RANSON, 2005). De maneira geral, esses quatro tipos atuam ligando-
se a sitios especificos nas células do inseto. Os organoclorados e 0s piretroides atuam no
sistema nervoso, ligando-se aos canais de sddio da membrana das células nervosas e aos
receptores do acido gama-aminobutirico (GABA). Ja os organofosforados e os carbamatos
atuam ligando-se a enzima acetilcolinesterase (AChE) nas junc¢des nervosas, provocando um
acumulo da acetilcolina, o que leva a morte do inseto (HEMINGWAY; RANSON, 2005).

Esses inseticidas sintéticos atualmente utilizados apresentam toxicidade nédo seletiva e
sdo persistentes no ambiente. Ainda, tem crescido o nimero de populagdes de A. aegypti
resistentes a esses compostos. Todos esses fatores tém estimulado a procura por inseticidas de

origem vegetal para uso no controle quimico (PROCOPIO et al., 2015).
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2.1.2. Doengas transmitidas pelo Aedes aegypti

As arboviroses, sdo doencas virais transmitidas pelos mosquitos em animais e
humanos. Nesse contexto, 0 mosquito Aedes aegypti € o principal vetor de diferentes doencas
infecciosas em regiBes tropicais e subtropicais do mundo. A circulagdo simultanea dos virus
da Dengue (DENV), virus Chikungunya (CHIKV) e Zika virus (ZIKV) tem colocado o Brasil

entre as principais areas afetadas pela presenca desse mosquito (ARAGAO et al., 2018).

2.1.2.1 Dengue

A dengue é uma doenca viral causada por arbovirus de genoma RNA da familia
Flaviviridae e género Flavivirus, que apresenta quatro sorotipos infectantes: DEN-1 a DEN-4
(OMS 2009). Seu principal vetor em toda faixa intertropical do globo terrestre é o A. aegypti
(BRAGA & VALLE, 2007; WHO, 2009). A dengue traz uma alta carga econdémica devido
aos recursos e servicos prestados na saude (WILDER-SMITH, 2019).

A dengue é considerada a mais importante das doencas virais transmitidas por
artropodes e tem se destacado entre as enfermidades reemergentes devido a sua ampla
distribuicdo mundial (OMS, 1997; RIGAU-PEREZ et al., 1998; OMS, 2002). A Organizag&o
Mundial da Saude (OMS) esta envolvida, de maneira bastante ativa, no desenvolvimento e na
promocdo de estratégias de tratamento e controle da doenca desde o inicio dos anos 70 (OMS,
1997). O intenso fluxo migratorio rural-urbano e a auséncia de saneamento baésico
(principalmente no que se refere ao abastecimento de agua e a coleta de lixo) sdo fatores que
propiciam o crescimento no nimero de criadouros, assim promovendo a proliferacdo do vetor
e levando a varios surtos em todos os cinco continentes, sendo mais frequente em paises
tropicais e subtropicais onde os fatores climaticos, como a temperatura, favorecem ainda mais
a proliferacdo do vetor. A dengue afeta cerca de 390 milhdes de pessoas anualmente em todo
0o mundo, com significativa mortalidade devida a dengue hemorragica (TAUIL, 2001,
TAUIL, 2002; BHATT et al., 2013; OMS, 2018).

A ascensdo da dengue classica e a emergéncia da febre hemorréagica se toranaram
alguns dos maiores problemas de Saude Publica a partir da segunda metade do século XX.
Durante e apds a Segunda Guerra Mundial, se iniciaram as epidemias de dengue no Sudeste
Asiatico e, a partir de entdo, se expandiram para o resto do mundo, até se disseminarem na

década de 80 pelas Américas, que comecaram a se destacar nesse cenario e passaram a
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contribuir com mais da metade dos casos notificados no mundo (MARTINEZ, 1990;
PINHEIRO & NELSON, 1997; WHO, 2002; TEIXEIRA et al., 2008). Em 2019 (até 24 de
agosto), foram registrados 1.439.471 de casos de dengue no Brasil, com crescimento de
599,5% em relacdo a0 mesmo periodo de 2018 (205.791). A taxa de incidéncia, que
considera a proporcao de casos por habitantes, é de 690,4 casos/100 mil habitantes. Entre os
estados com casos, destacam-se Minas Gerais, Goias, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul e
Distrito Federal. Com relacdo ao numero de obitos, foram confirmadas 591 mortes (OMS,
2019).

As epidemias de dengue ocorrem no Brasil desde 1986 e vérios estados brasileiros
conviveram com grandes epidemias, tendo alcangado 80% das notificagdes registradas nas
Américas no final da década de 1990, em 24 estados mais o Distrito Federal
(SCHATZMAYR, 2000). A circulacdo viral (DEN-1 e DEN-2) apés o ano de 1992 se
expandiu rapidamente para todas as areas do territério brasileiro, acompanhando a expansao
do A. aegypti, com circulacdo simultanea de ambos os sorotipos. Em 1994, o DEN-3 foi
reintroduzido nas Américas e, em 2000, no Brasil (NOGUEIRA et al., 2001). Em 2002, na
maior epidemia de dengue do Brasil, com mais de 1,2 milhdes de casos notificados sendo
1.408 de dengue hemorrégica, além de 53 ¢bitos, os virus DEN-1, DEN-2 e DEN-3 co-
circulavam (LENZI & COURA, 2004; SIQUEIRA JUNIOR et al., 2005).

A existéncia de imunidade cruzada ndo foi constatada, ou seja, a infec¢do por um dos
sorotipos so confere imunidade permanente para aquele sorotipo e parcial e temporaria contra
0s outros tipos (DEGALLIER et al.,, 2001, TAUIL, 2001). Quando ocorrem infeccdes
sucessivas por sorotipos diferentes ou heter6logos hd um maior potencial de letalidade,
aumentando o risco de dengue hemorragica (SCHATZMAYR, 2003; KYLE & HARRIS,
2008).

O mosquito vetor se contamina com o virus apds picar um humano infectado com
viremia, sendo este periodo correspondente entre o dia antes do aparecimento da febre e até o
6° dia da doenca. J& no mosquito, 0 virus se propaga atravessa do intestino para a circulagéo,
se alojando nas glandulas salivares, onde vai se multiplicar durante 8 a 12 dias de incubacédo e
sO apbs este periodo 0 mosquito € capaz de transmitir a doenga. O virus € introduzido na
corrente sanguinea no momento do repasto sanguineo, quando a fémea de A. aegypti regurgita
saliva que contém substancias anticoagulantes. Cada mosquito A. aegypti vive em meédia 45
dias e, nesse periodo, um Unico mosquito pode infectar até 300 pessoas. A transmissdo nao

ocorre por contato direto de um doente ou de suas secrecdes com pessoas sadias, nem por
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intermédio de agua ou alimento contaminado (McBRIDE & BIELEFELDT-OHMANN,
2000; BRASIL, 2005; GUBLER, 2011; NUNES, 2011; MS, 2013; SVS, 2014; PICINATO et
al., 2015).

A infeccdo pelo virus da dengue apresenta trés formas clinicas principais:
assintomatica, a dengue cléssica ou febre de dengue, e a forma hemorragica, as vezes com
sindrome de choque de dengue (MARTINEZ-TORRES, 1998). As caracteristicas clinicas
variam de acordo com a idade. Os casos mais severos geralmente ocorrem em criangas mais
velhas e adultos. A dengue classoca raramente leva a morte. Os sintomas aparecem de 3 a 15
dias apos a picada pelo inseto infectado e os principais sintomas sdo dor de cabeca, febre alta
(> 39°C), forte dor no corpo, cabeca e atras dos olhos, falta de apetite e vomito. O sinal
classico de infeccdo pelo virus da dengue é a ocorréncia de manchas avermelhadas e coceira
na pele que aparecem 3 a 4 dias apo6s o inicio da febre (OMS, 2009; OMS, 2010).

J& a dengue hemorrégica, a forma mais severa da doenca, é dividida em 4 niveis
crescentes de gravidade sendo o 111 e o IV grau também chamados de sindrome do choque da
dengue. A sindrome de choque da dengue ocorre entre o terceiro e sétimo dia da doenca,
sendo frequentemente fatal devido a alta permeabilidade dos capilares, extravasamento do
plasma sanguineo e faléncia circulatdria. Os sintomas iniciais da dengue hemorrégica sdo
semelhantes ao da dengue classica, porém as manifestacdes hemorragicas e/ou choque
evoluem mais rapidamente. E caracterizada por excessiva permeabilidade capilar responsavel
pelo sangramento nas gengivas, nariz e no trato gastrointestinal, hepatomegalia, insuficiéncia
circulatéria, podendo ainda apresentar hematuria e aumento do fluxo menstrual (BRASIL,
1998; FUNASA, 2002b; MINISTERIO DA SAUDE, 2002). As hemorragias variam de
intensidade e podem desencadear choque por diminuicdo da pressdo sanguinea seguido de
morte (HUBERT & HALSTEAD, 2009). Os primeiros casos de febre hemorragica da dengue
foram relatados na década de 1950, durante as epidemias nas Filipinas e na Tailandia
(HALSTEAD, 2006). Em 2008 dengue hemorragica foi uma das principais causas de
hospitalizagdo e morte infantil no sudeste da Asia e o oeste do Pacifico (WHO, 2008).

O diagnostico é realizado mediante manifestacdes clinicas e exames sanguineos, sendo
confirmado por teste soroldgico atraves da deteccdo de anticorpos apos 6 dias se necessario
(SINGHI et al., 2007; DIAS et al., 2010). O tratamento da dengue classica é sintomatico com
0 uso de medicacdo antitérmica e analgésica, hidratacdo oral e repouso. Em media, apds 8

dias de tratamento, o individuo se encontra curado. Em casos de dengue hemorragica, é
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recomendada internacdo com intensa hidratacdo via parenteral (LUPI et al., 2007, SINGHI et
al., 2007; OMS, 2009).

A procura por uma vacina contra o virus da dengue teve inicio durante a Segunda
Guerra Mundial (HOMBACH, 2007). Em dezembro de 2015, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), autorizou o registro para a comercializacdo no Brasil da
vacina Dengvaxia® produzida pela empresa francesa Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda. A
vacina apresentou eficacia global de 65,6% e geral de 80,8% contra os 4 sorotipos em estudos
clinicos que envolveu quase 21 mil voluntarios da América Latina e Caribe com idade entre 9
e 45 anos. O Instituto Butantan em parceria com o Instituto Nacional da Salde dos Estados
Unidos também esta em processo de desenvolvimento de uma vacina contra a dengue que seja
totalmente eficaz contra os 4 sorotipos do virus DEN (INSTITUTO BUTANTAN, 2015;
PORTAL ANVISA, 2015). Sendo assim, o combate direto ao A. aegypti ainda é a melhor
forma de interveng&o e controle da doenca (ESMERALDO, 2016).

2.1.2.2 Chikungunya

O virus chikungunya (CHIKV), um alphavirus de RNA fita simples semelhante ao
virus da dengue e pertencente a familia Togaviridae, também € transmitido pelo A. aegypti.
Foi primeiramente descrito na India em 1824. Chikungunya significa “aqueles que se
dobram” e se refere as fortes dores que a doenca causa nas articulagdes. Esse virus circula em
todos os continentes habitados, se tornando um problema global de saide publica na dltima
década, tendo uma expansdo territorial desde 2004 (ORGANIZACION PANAMERICANA
DE LA SAUDE, 2011; KUCHARZ & CEBULA-BYRSKA, 2012; MUSSO et al., 2015).

Acredita-se que o virus Chikungunya tenha se espalhado para a Asia, Europa e as
Américas séculos atras em navios a vela e do comércio de escravos vindos da Africa, onde a
transmisséo a bordo provavelmente foi mediada por A. aegypti (HALSTEAD, 2015).

Durante o0 segundo semestre de 2014, foram confirmados 0S primeiros casos
autoctones de chikungunya no Brasil, em Oiapoque, estado do Amapa (HONORIO,
2015), apo6s a confirmacdo da introducdo do CHKV na América Central, no ano anterior
(YAKOB,2013; PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2011). No mesmo ano de
2014, esse virus foi detectado em outros seis estados, e em 2015 disseminou-se para mais de
690 municipios brasileiros (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). No Cear4, 0s primeiros casos

autoctones foram confirmados em 2015, e, nos anos de 2016 e 2017, houve a confirmacao de

31



duas grandes epidemias, com incidéncias de 320,2/100 mil habitantes e 1.149,2/100 mil
habitantes, respectivamente (SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DO CEARA, 2019).
Em 2017, foram notificados a Secretaria de Salude do Ceard 443 oObitos suspeitos de
arboviroses. Entre esses 0Obitos notificados, 312 (70,4%) foram suspeitos de Chikungunya e 0s
demais (131; 29,6%) de dengue (CAVALCANTI, 2019). Os casos da febre chikungunya no
Brasil chegaram a 110.627 em 2019, 44,2% de aumento em relagdo ao ano anterior. A taxa
de incidéncia foi de 53,1 casos/100 mil habitantes. Entre os estados com casos, destacaram-
se Rio de Janeiro e Rio Grande do Norte. Neste ano, foram confirmados laboratorialmente
57 6bitos (OMS, 2019)

O A. albopictus também foi confirmado como capaz de transmitir o virus CHIKV
(VEGA-RUA et al., 2014). Tanto o A. aegypti quanto o A. albopictus s&o abundantes no
Brasil, sendo que o segundo tem carater mais silvestre que o A. aegypti, sendo assim
responsavel pela transmissdo do virus Chikungunya em cidades médias ou cidades do interior
(LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2015).

O periodo necesséario para que uma fémea adulta de A. aegypti possa contaminar uma
pessoa com o virus Chikungunya € curto, levando apenas trés dias (DUPONT-ROUZEYROL
et al., 2012). O CHIKYV, € responsavel por infeccdo aguda caracterizada por febre alta durante
3 a 5 dias, seguida por artralgia grave e mialgia, dores de cabeca, fotofobia, erupcéo cuténea,
disfungéo organica grave e encefalite em idosos e infeccdo neonatal grave, sendo incomum
manifestaces hemorragicas. Os sintomas incapacitantes podem durar meses ou anos e Sao
mais frequentemente relatados em pacientes com mais de 35 anos ou quando 0s sintomas
persistem quatro meses ap6s o inicio (BORGHERINI et al., 2007; SCHILTE et al., 2013;
WEAVER & LECUIT, 2015; BURT et al., 2012; HORWOOD; BUCHY, 2015; REZZA et
al., 2007; QUEYRIAUX et al., 2008; LEMANT et al., 2008). Linfopenia, trombocitopenia e
transaminases elevadas sdo frequentemente observadas (HOCHEDEZ et al., 2006).
Complicagdes potencialmente fatais sdo observadas em pacientes idosos com comorbidades,
incluindo encefalite, miocardite e insuficiéncia renal ou hepatica aguda (WEAVER &
LECUIT, 2015). A taxa de letalidade é globalmente estimada em ~1/1.000, com mortes
ocorrendo principalmente em pacientes acima de 75 anos de idade (MANIMUNDA et al.,
2011). Apesar de ser de baixa letalidade, seus sintomas deixam os pacientes debilitados,
podendo desencadear artrite cronica, alteragdes neurologicas e hematologicas (BIRENDRA et
al., 2012). Cerca de 3 a 25% das pessoas com provas sorologicas de infeccdo ndo tém

sintomas ébvios (BURT et al., 2012). Normalmente os pacientes tém melhora parcial da
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artralgia em 1 a 2 semanas ap6s o inicio agudo da doenca, podendo se recuperar
completamente, porém, muitos pacientes tém artralgia persistente que dura meses ou até
mesmo anos (BURT et al., 2012; HORWOOD; BUCHY, 2015).

Ha relatos de infeccdo vertical, raramente detectadas antes do parto, mas ocorrem em
cerca de metade dos partos de mées virémicas quando o sangue contaminado da mée entra em
contato com o bebé (COUDERC et al., 2008; TORRES et al., 2016). A infecgdo neonatal
pode levar a encefalite e insuficiéncia respiratoria aguda, afetando também o desenvolvimento
neuroldgico pos-natal (TORRES et al., 2016; GERARDIN et al., 2014). O virus também é
capaz de infectar uma ampla variedade de tecidos, incluindo figado, bago, mdsculo e
linfonodos (WEAVER & LECUIT, 2015). Porém, ao contrario de muitos virus do Novo
Mundo, o virus da Chikungunya nao infecta neurénios ou vasos sanguineos do cérebro e ndo
é detectada inducdo da destruicao cerebral. Entretanto, pode infectar o envelope cerebral e €
detectavel no liquido cefalorraquidiano de pacientes submetidos a uma puncdo lombar
(WEAVER & LECUIT, 2015). Ndo existe um tratamento especifico, entdo o tratamento é
sintomatico, incluindo repouso, ingestdo de liquidos, antipiréticos e analgésicos (POWERS,
2010).

2.1.2.3 Zika

O virus Zika é um flavivirus de RNA de cadeia simples pertencente a familia
Flaviviridae e transmitido pelo A. aegypti (KUNO et al., 1998; KUNO & CHANG, 2007,
HAYES, 2009; LI et al., 2012). Foi originalmente isolado de uma fémea de macaco Rhesus
na Floresta Zika, localizada na Uganda, em 20 de abril de 1947 (KARABATSOS, 1985). Esse
arbovirus possui epidemiologia e ciclo de transmissdo semelhantes a dengue em ambientes
urbanos (MUSSO et al.,, 2015). O virus Zika causa febre, cefaleia, erup¢do cutanea,
conjuntivite, mal estar, edema e dores articulares, por vezes intensas sendo muitas vezes
confundida com outras doengas, principalmente dengue e Chikungunya. Apesar da aparente
benignidade da doenca, na Polinésia Francesa e no Brasil, foram descritos quadros mais
severos, incluindo comprometimento do sistema nervoso central (sindrome de Guillain-Barré,
mielite transversa e meningite), associados ao Zika, evidenciando o pouco conhecimento
sobre essa doenca (OEHLER et al., 2014; CAMPOS et al., 2015; MUSSO et al., 2015;
ZANLUCA et al., 2015).
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Em fevereiro de 2015, foram relatados casos de circulagdo do virus Zika na Bahia
(CAMPOS et al., 2015) e em Séo Paulo, sendo confirmada pelo uso de métodos moleculares
e, posteriormente, o surgimento de casos no em varios outros estados (ZANLUCA et al.,
2015). Os casos de zika apresentaram aumento de 47,1%, em 2019, quando foram
registrados 9.813 casos, enquanto em 2018 foram 6.669 o0 que representa uma taxa de
incidéncia de 4,7 casos/100 mil habitantes. Entre os estados com casos, destacam-se
Tocantins, Rio Grande do Norte, Alagoas e Espirito Santo. Neste ano, foram confirmados 2
oObitos por zika (OMS, 2019).

Existem pelo menos trés razdes para que o virus da Zika seja tratado de forma Unica:
1) o total de pessoas afetadas e velocidade de disseminacdo do virus; 2) gravidade das
manifestacBes possivelmente associadas ao virus, como a microcefalia nos filhos de maes
acometidas durante a gravidez e o desenvolvimento de sequelas neuroldgicas em alguns casos
de pessoas que foram infectadas; e 3) epidemia de (des)informacédo disseminada tdo ou mais
rapidamente que a prépria situacdo de Saude Publica (VALLE et al., 2016).

O virus da Zika é o unico exemplo da familia Flaviviridae, at¢é o momento, que é
teratogénico, provocando microcefalia, atrofia macular e lesdes craniofaciais e musculo-
esqueléticas, além de restricdo ao crescimento intra-uterino e perdas fetais, indicando que ele
possa ser transmitido da mée para o feto durante a gravidez (BRASIL et al.,, 2016;
PETERSEN et al., 2016). Foi identificado no liquido amniético das mdes cujos fetos
apresentaram anormalidades cerebrais detectadas por ultrassonografia, sendo identificados
antigenos e RNA virais no tecido cerebral e placentas de criangcas que nasceram com
microcefalia e morreram logo apds o nascimento, bem como nos tecidos de abortos
espontaneos (PETERSEN et al., 2016; CALVET et al., 2016; OLIVEIRA MELO et al., 2016;
JOUANNIC et al., 2016). Esse virus também ¢é capaz de infectar células-tronco neurais
adultas e podem ser esperados efeitos a longo prazo sobre a plasticidade neural, aprendizado e
memodria (LI et al., 2016).

O tempo do periodo de incubagdo extrinseco, ou seja, tempo necessario para que uma
fémea adulta de A. aegypti se torne capaz de transmitir o virus Zika, € de 7 a 10 dias
(BOORMAN & PORTERFIELD, 1956). Porém, a transmissdo do ZIKV também pode
ocorrer por vias alternativas incomuns para os flavivirus. Existem relatos de suspeitas de
transmissdo sexual desde 2008 (FOY et al., 2011), sendo reforcada em 2013, quando foram
detectadas particulas virais ativas no sémen de um homem no Tahiti (MUSSO et al., 2015).

Mais recentemente foram detectadas particulas virais ativas, em quantidade elevada, na urina
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e na saliva de pacientes com sintomas de fase aguda de infec¢o pelo virus da Zika, no Rio de
Janeiro (INSTITUTO OSWALDO CRUZ, 2016).

Em pacientes do Rio Grande do Norte e da Bahia foram relatados a possibilidade do
dessa e de outras arboviroses na triagem de doadores de sangue. O aumento de casos de
comprometimento do sistema nervoso central, em pacientes com doenca pelo virus Zika, leva
a necessidade de aprimorar a vigilancia de sindromes neuroldgicas em doentes febris agudos
(VASCONCELOQOS, 2015).virus Zika ser transmitido por sangue e hemoderivados, uma
condicdo que sugere a inclusdo

Muitos esforcos tém sido realizados, nas Ultimas décadas, para a descoberta de terapias
para infeccbes por flavivirus. Devido a semelhanga entre o Zika e a dengue, o conhecimento
derivado da descoberta de drogas para tratar a dengue poderia ser aplicado no tratamento de
infeccdes por Zika. Porém, Weaver et al. (2016) recomendam n&o criar falso alarde sobre a
possibilidade de encontrar inibidores ativos tanto contra o virus Zika como contra o virus da
dengue, pois a biologia dos dois virus pode ser muito diferente. Enquanto as vacinas e a
terapéutica permanecam indisponiveis, as melhores perspectivas para o controle do virus Zika

esta relacionada a reducdo do contato entre o vetor e 0s seres humanos.

2.1.2.4 Febre amarela

A febre amarela é causada por um flavivirus da familia Flaviridae, tendo a sua origem
provavel na Africa, tendo a sua disseminac&o no continente americano durante o comércio de
escravos, no inicio do século XVI (BRYANT; HOLMES; BARRETT, 2007). E uma doenga
febril, aguda, ndo contagiosa, transmitida por mosquitos infectados e de gravidade variavel
(VASCONCELOS, 2003).

Ocorreram muitas epidemias de febre amarela em cidades da América do Norte e do
Sul até o inicio do século XX, todas associadas ao A. aegypti. Houve uma intensa campanha
de erradicacdo do mosquito neste periodo, com o amplo uso de diclorodifeniltricloroetano, o
que fez com que a doenca desaparecesse dos centros urbanos (KYLE & HARRIS, 2008).
Com a descontinuidade das medidas de controle, 0 mosquito reemergiu em varios paises
americanos resultando no reaparecimento da febre amarela, culminando na re-emergéncia dos
casos de dengue nesse mesmo periodo na América do Sul. A expansao epidémica do virus na

Asia e nas Américas, e a reemergéncia dos mosquitos em centros urbanos podem aumentar as
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chances do estabelecimento de um ciclo endémico permanente (MUTEBI et al., 2004;
WEAVER & REISEN, 2010).

O método mais eficaz para se prevenir a febre amarela é a vacinacdo. A OMS
recomenda que sejam vacinadas todas as pessoas higidas com mais de 6 meses de idade que
residem nas areas de risco ou que se dirijam a elas. Uma Unica dose da vacina protege o
individuo por pelo menos 10 anos, quando entdo é recomendada a aplicagdo de nova
vacinacgao.

A febre amarela classica é caracterizada por febre inespecifica e sintomas semelhantes
aos da gripe; remissdo transitoria; sepse grave, disfuncdo hepatica com ictericia, disfuncao
renal, hemorragia e miocardite que se desenvolve de 3 a 6 dias apds o inicio, quando a
viremia diminui e a resposta imune humoral surge (MEULEN et al., 2004, ROBERTSON et
al., 1996). Por consequéncia de distirbios metabdlicos ha consciéncia alterada, em vez de
disseminacdo da infecgdo para o sistema nervoso central. As taxas de letalidade nesta fase
variam de 20% a 50% (JENTES et al., 2010). Os pacientes relatam fadiga persistente por
semanas. Os hepatdcitos sdo o principal local de replicacdo viral e a infeccdo viral responde
diretamente pela disfuncdo hepética, renal e do miocardio. Sendo a insuficiéncia renal
agravada pelas alteragdes hemodinamicas e sindrome hepato-renal. A sindrome hemorrégica é
multifatorial e é secundaria a trombopenia, sintese hepatica alterada de fatores de coagulacdo
e coagulacéo intravascular disseminada (ROBERTSON et al., 1996; MEULEN et al., 2004).

2.1.3. Intestino de Aedes aegypti

O trato digestivo de insetos se divide em trés regides: anterior (estomodeu), mediana
(intestino medio) e posterior (proctodeu). A regido anterior esta relacionada com a ingestao e
trituracdo do alimento. O intestino médio produz e secreta enzimas digestivas e absorve
produtos da digestdo, enquanto a regido posterior absorve agua, sais e outras moléculas
importantes, bem como recebe o material remanescente da digestao e a urina (produzida pelos
tubulos de Malpighi) a serem excretados (GULLAN & CRANSTON, 2007).

A morfologia do intestino médio varia com o estagio de desenvolvimento do A.
aegypti. No estagio larval, corresponde a um tubo com sua regido posterior ligeiramente mais
larga que a anterior, mas no estagio adulto, a regido anterior é mais fina e a posterior tem a

forma de um saco expansivel, que acomoda o sangue apos a alimentacdo. O intestino medio
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larval e adulto é composto por uma Unica camada epitelial multifuncional revestida
externamente por fibras musculares (PROCOPIO, 2014)

Geralmente, o epitélio do intestino médio é separado do alimento pela matriz
peritrofica, a qual consiste em uma rede de fibrilas de quitina disposta em uma matriz
glicoproteica. A matriz peritrofica permite a passagem de moléculas pequenas, porém
restringe o acesso direto de moléculas grandes as células do intestino médio, além de proteger
insetos herbivoros do efeito abrasivo de particulas alimentares e de compostos
antinutricionais, tais como os taninos (GULLAN & CRANSTON, 2007).

Um dos larvicidas recomendados pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) é o Bti.
As larvas ingerem os cristais de Bti, que s&o dissolvidos no intestino alcalino do inseto. As
proteases digestivas clivam as pro-toxinas presentes nos cristais e ativam seu componente
inseticida. Os peptideos tdxicos resultantes agem sobre o epitélio intestinal das formas
imaturas do vetor, promovendo a diminuicdo do peristaltismo e, consequentemente, a
interrupgdo da alimentagdo, causando a morte da larva (GILL et al., 1995; FREDERICI,
1995).

Muitos inseticidas, como as lectinas, agem também no intestino médio das larvas do
mosquito, e alguns sdo capazes de interferir no desenvolvimento, mesmo em concentragdes
subletais (PAIVA et al., 2013). As lectinas com atividade inseticida podem apresentar
maltiplos alvos no intestino dos insetos, incluindo a matrix peritrofica, borda em escova e
células secretoras de camada, enzimas digestivas, proteinas de transporte e simbiontes
microbianos (NAPOLEAO et al., 2019).

O epitélio do intestino médio de A. aegypti consiste em diversos tipos celulares, entre
eles células digestivas e células-tronco (também conhecidas como regenerativas). As células
digestivas possuem microvilosidades, produzem enzimas e absorvem os produtos de digestao.
As células-tronco, que sdo pequenas e indiferenciadas, estdo presentes isoladas, em pares ou
em pequenos grupos entre as células digestivas (BROWN et al., 1985; HECKER et al., 1977).
Durante a metamorfose, o epitélio do intestino médio de A. aegypti é reconstruido através da
diferenciacdo e proliferacdo dessas celulas-tronco (NISHIURA et al., 2003; RAY et al.,
2007). Sendo assim, moléculas inseticidas que interfiram no desenvolvimento normal do
intestino médio de insetos podem afetar negativamente a absor¢do e armazenamento de
nutrientes, bem como prejudicar a metamorfose e a fertilidade adulta, at¢ mesmo em
concentragéo sub-letal (PAIVA et al., 2013).
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2.2. Moringa oleifera Lam.

O género Moringa compreende cerca de 13 espécies sendo 11 originarias da Africa
e Arabia e 2 nativas da india (NASIR & ALLI, 1972; AMAGLO et al., 2010; MINAIYAN et
al., 2014). Moringa oleifera (Figura 3), pertencente a familia Moringaceae, é uma planta
nativa da india, Paquistdo e Afeganistdo e amplamente cultivada nos tropicos de todo o
mundo (AMAGLO et al., 2010). Esta espécie é amplamente distribuida na Asia, Africa e
Ameérica Latina gracas a sua grande capacidade resiliente e longevidade (ZHAO & ZHANG,
2013; TAO-BIN HE, 2018).

No Brasil, foi introduzida para arborizacdo de ruas e pracas e € popularmente
conhecida pelo nome de lirio branco, quiabo-de-quina ou simplesmente moringa. E uma
arvore de crescimento rapido, tolerante a solos pobres, podendo alcancar 4 m de altura,
gerando flores e frutos em um ano; multiplas colheitas de sementes sdo possiveis em muitas
partes do mundo (McCONNACHIE et al., 1999; PRABHU et al., 2011; RANGEL, 2011).
Suas folhas, flores e sementes séo utilizadas na alimentacdo humana e como forrageira na
alimentacdo de animais (SANTOS et al., 2015).

Figura 3. Arvore de Moringa oleifera.

Foto: A autora
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O cultivo da moringa é proveitoso principalmente em regifes secas, devido ao fato das
suas folhas poderem ser colhidas quando nenhum outro vegetal fresco esta disponivel. A
excelente capacidade de se adaptar a solos pobres e climas &ridos torna a moringa uma
alternativa ao consumo de sementes leguminosas como fonte de proteinas de alta qualidade,
de 6leo e de compostos antioxidantes (FERREIRA et al., 2008). As folhas da moringa contém
alto valor proteico (27% de proteina) e séo ricas em vitaminas A e C, além de calcio, ferro e
fosforo (RANGEL, 2011).

No nordeste brasileiro é cultivada como planta ornamental e medicinal (MATOS,
1998). Todas as partes da planta sdo amplamente utilizadas na medicina popular por serem
ricas em vitaminas, minerais e antioxidantes, conferindo a esta planta diferentes potenciais
farmacoldgicos e biotecnolégicos (BRILHANTE et al., 2017; ANWAR et al., 2007). O éleo
das sementes, por ser altamente resistente a oxidacao, possui varias utilizacdes industriais, tais
como na producdo de cosmeéticos, lubrificantes de maquinas, e combustivel para lampadas,
sendo também muito utilizado na industria de perfumaria, devido a sua alta capacidade de
retencdo de odor (FERREIRA et al., 2008).

As sementes de M. oleifera sdo utilizadas na purificacdo da agua, principalmente em
areas rurais onde recursos hidricos adequados ndo estdo disponiveis. As sementes contém
proteinas coagulantes que podem ser facilmente extraidas em dgua e promovem a precipitacdo
de particulas em suspenséo, levando a diminui¢do na turbidez da 4gua (GASSENSCHMIDT
et al., 1995; GHEBREMICHAEL et al., 2005; BHUPTAWAT et al., 2007; SANTOS et al.,
2009; FERREIRA et al., 2011). No tratamento de aguas residuais, estudo combinando o
extrato de moringa a 100 mg/L com coagulante quimico (alimen) a 10 mg/L demonstrou
elevada remocédo global (64%) na demanda quimica de oxigénio, DQO (BHUPTAWAT et al.,
2007). Sementes de moringa foram também capazes de adsorver e remover Ag em solugdes
aquosas, apresentando-se vantajosas pelo baixo custo e elevado poder de adsor¢do (ARAUJO
etal., 2010).

Extrato aquoso de sementes de moringa apresentou atividade ovicida contra A. aegypti
(SANTOS et al., 2012). Extrato metandlico das sementes promoveu mortalidade de larvas e
pupas de Anopheles stephensi (PRABHU et al., 2010). Outros tecidos da moringa também
constituem potenciais fontes de inseticidas, como o extrato da casca que apresentou acéo
larvicida e adulticida contra os mosquitos Culex gelidus e Culex quinquefasciatus
(KAMARAJ & RAHUMAN, 2010). O extrato aquoso de flores de moringa, contendo
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inibidor de protease, induziu a mortalidade de larvas de A. aegypti no segundo (L2), terceiro
(L3) e quarto (L4) estagios (PONTUAL et al., 2012).

Quatro lectinas foram isoladas a partir das sementes de M. oleifera, denominadas
WSMoL (water-soluble M. oleifera lectin), cMoL (coagulant M. oleifera lectin), MoL (M.
oleifera lectin) e MOSL (Moringa oleifera seed lectin), as quais diferem quanto a
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas, bem como propriedades bioldgicas (KATRE et
al., 2008; COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2009; ASADUZZAMAN et al., 2018).

2.3. Lectinas

As lectinas constituem um grupo de proteinas presentes nos diversos organismos
vivos, tendo como caracteristica a capacidade de ligacdo a carboidratos livres e/ou
gliconjugados, incluindo glicoproteinas ou glicolipideos presentes nas superficies celulares
(NAPOLEAO et al., 2015). As lectinas se associam a carboidratos de forma reversivel, com
alta afinidade e especificidade sem, contudo, promoverem nenhuma alteracdo na estrutura
covalente dos mesmos (ABREU, 2010).

Dentre os grupos de lectinas estudadas, as lectinas vegetais estdo entre as mais bem
caracterizadas, atuando na protecdo contra patdgenos e insetos, no transporte e
armazenamento de carboidratos e no reconhecimento celular (dentro da célula, entre células
ou entre organismos), bem como proteinas de reserva ou reguladoras de crescimento
(TEIXEIRA, 2012). As lectinas sdo encontradas em diferentes partes das plantas, podendo
ser isoladas de sementes (OLIVEIRA et al., 2011), folhas (NAPOLEAO et al., 2011), cascas
(SA et al., 2009) e raizes (SOUZA et al., 2011).

O termo “lectina” ¢ derivado do latim e remete as palavras “escolher” e “selecionar”
devido ao fato da interacdo lectina-carboidrato ser especifica. Lectinas de diferentes fontes
podem apresentar sequéncias primarias e estruturas tridimensionais similares ou totalmente
distintas. A fungdo ligadora de carboidratos ¢ exercida por uma regido denominada “sitio de
ligagdo a carboidrato” ou “dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC)” (SHARON &
LIS, 2004).

Peumans e Van Damme (1995) classificam as lectinas em: merolectinas, que possuem
apenas um DRC, o qual se liga a acucares simples, e ndo apresentam atividade aglutinante e
catalitica; hololectinas (a maioria), que possuem dois DRCs com elevada homologia e sdo

capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados; e quimerolectinas, possuindo ao
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menos um DRC, e outro dominio com atividade bioldgica distinta, como por exemplo, acdo
enzimética. Dependendo do namero dos sitios de ligacdo a carboidratos, as quimerolectinas
podem se comportar como merolectinas ou como hololectinas. Por fim, as superlectinas sao
aquelas lectinas que se ligam pelo menos a dois tipos de carboidratos estruturalmente
diferentes (Figura 4).

Figura 4. Classificacdo estrutural de lectinas (Fonte: TEIXEIRA, 2012)

Esquema representando as merolectinas (Heveina;PDB; 1Q9B), hololectinas (ConM; PDB: 20W4),
quimerolectinas (Ricina; PDB: 2R2X) e superlectinas, estas Gltimas sem representantes com estrutura

tridimensional elucidadas.

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina
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Heveina (PDB cod. 1Q9B) ConM (PDB cod. 20W4) Ricina (PDB cod. 2R2X)

)>—@ Dominio de ligacdo a carboidratos
» * Dominio catalitico

As lectinas podem ser detectadas numa amostra através de um ensaio de
hemaglutinacdo (Figura 5). Esse ensaio é realizado em placa de microtitulacdo, na qual é
realizada uma diluicdo seriada da amostra em solucdo salina e, em seguida, sdo adicionados
os eritrécitos. A atividade hemaglutinante é evidenciada pela formagdo de uma rede de
aglutinagdo. Para assegurar a natureza lectinica da hemaglutinagéo, realiza-se o teste de
inibicdo com carboidratos ou glicoconjugados (PAIVA et al., 2013).

Essas proteinas tém apresentado atividade inseticida contra insetos de diversas ordens.
Quando ingeridas por insetos, as lectinas das plantas séo capazes de interferir na alimentacao,
desenvolvimento e sobrevivéncia (CAMAROTI et al., 2017). A toxicidade das lectinas tem
sido atribuida & sua ligacdo a estruturas presentes no intestino do inseto, como 0s
glicoconjugados na superficie das células epiteliais e a quitina encontrada na matriz

peritrofica, afetando a absorcdo de nutrientes, vias de sinalizagcdo e processos de transporte
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(PAIVA et al., 2013). Essas lectinas geralmente apresentam resisténcia a proteases digestivas
(SANTOS et al., 2014; PAIVA et al., 2011; MOURA et al., 2017) e podem causar a morte de
microrganismos simbiontes presentes no trato digestivo dos insetos (NAPOLEAO et al.,
2011). As lectinas tambeém podem se ligar as enzimas digestivas e promover desorganizacao
do intestino médio, alteracdes morfoldgicas em microvilosidades, alteracdes na expressdo de
genes associados a proteinas do citoesqueleto, metabolismo da quitina, enzimas digestivas,
desintoxicacéo, reacdes metabolicas e metabolismo energético (VANDENBORE et al., 2011;
LIMA et al., 2017, 2018).

Figura 5. Representacdo esquematica da aglutinacao de eritrdcitos por lectina e aspecto da

rede de aglutinacdo em placa de microtitulacao

e Lectina ‘ Eritrocito

(Fonte: Paiva et al., 2011)

As lectinas de cerne (MuHL), entrecasca (MuBL) e folhas (MuLL) de Myracrodruon
urundeuva foram letais contra larvas de A. aegypti, com valores de CLso (concentracdo
necessaria para matar 50% das larvas em 24 h) de 0,04, 0,125 e 0,202 mg/mL,
respectivamente. A mortalidade das larvas promovida por MuLL estd provavelmente ligada a
resisténcia a degradacdo proteolitica, inibicdo da atividade de tripsina e estimulacdo da
atividade de amilase (NAPOLEAO et al., 2012). MuBL e MuHL também apresentaram
atividade ovicida contra A. aegypti, com valores de CEsg (concentracdo necessaria para
reduzir a eclosdo em 50% ap6s 72 h) de 0,26 e 0,8 mg/mL, respectivamente; estudo por
microscopia revelaram que essas lectina sdo capazes de formar agregados que recobrem toda
a superficie dos ovos, bem como podem penetrar no ovo atingindo o intestino do embrido em
formagéo (ALVES et al., 2020).
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2.3.1. Lectina soluvel em agua de sementes de M. oleifera (WSMoL)

WSMoL (do inglés water-soluble Moringa oleifera lectin) € uma proteina acida (pl
5,5), extraida facilmente em &gua destilada e ligadora de quitina (COELHO et al., 2009;
MOURA et al., 2016). Ferreira et al. (2011) demostraram que WSMoL é uma das proteinas
das sementes de moringa com atividade coagulante, reduzindo tanto a turbidez quanto o
numero de col6nias bacterianas presentes na agua. WSMoL nao apresentou efeito mutagénico
nem genotoxico nas concentragdes de 0,0125 a 0,8 pug/ul, indicando a seguranca na utilizagao
desta lectina, desse ponto de vista, para o tratamento de 4gua para consumo humano (ROLIM
etal., 2011).

Além disso, segundo Freitas et al. (2016) a WSMoL é eficaz na diminuicdo da
turbidez de aguas poluidas. Ensaios combinando WSMoL e sulfato de aluminio foram mais
eficientes do que aqueles que usaram esses agentes separadamente. A maior redugdo na
turbidez (96,8%) foi obtida com o tratamento com sulfato de aluminio seguido de WSMoL,
comparado quando foram aplicados simultaneamente (91,3%). Ainda, WSMoL reduziu a
concentracdo de aluminio residual na dgua para 0,3 mg/L, muito mais baixa do que a registada
apos o tratamento com apenas o sal (35,5 mg/L). A ecotoxicidade da agua poluida analisada
também foi fortemente reduzida apds os tratamentos.

A WSMoL também tem efeito bactericida contra Bacillus sp., Bacillus pumillus,
Bacillus megaterium, Pseudomonas fluorescens e Serratia marcescens e através da
microscopia de fluorescéncia foi demonstrado que WSMoL causou perda de integridade
celular de S. marcesens (MOURA et al., 2015). Moura et al. (2017) evidenciaram a atividade
antibiofilme de WSMoL contra S. marcescens e Bacillus sp., inclusive quando aderida a uma
superficie de vidro.

WSMoL é um agente inseticida contra Anagasta kuehniella, causando prejuizos no
metabolismo e desenvolvimento das larvas desse inseto (OLIVEIRA et al., 2017). WSMoL
também apresentou atividade inseticida contra o quarto estagio larval (L4) de A. aegypti (CLso
= 0,197 mg/mL), sendo observado o rompimento do epitélio intestinal; a lectina também pode
modular a atividade das enzimas digestivas larvares, estimulando a atividade de proteases
(COELHO et al., 2009; AGRA-NETO et al., 2014). Alem disso, a lectina foi também capaz
de reduzir a eclosdo de ovos de A. aegypti (CEso: 0,1 mg/mL), interferindo tanto no

desenvolvimento embrionario quanto na sobrevivéncia da larva ainda dentro do ovo

43



(SANTOQOS, et al., 2012) Alves et al. (2020) demonstraram que a atividade ovicida de WSMoL
estd relacionada com danos na casca dos ovos, iniciando com rompimento da rede
exocorionica e destacamento das células exocoribnicas e culminando com extensiva
deformacdo e degeneracdo da superficie. WSMoL também apresentou efeito estimulante
sobre a oviposicdo de A. aegypti em condicBGes de laboratério e de campo simulado. Os
estudos demonstraram que WSMoL atua como uma pista quimica para a oviposicao,
provavelmente devido a interacdo com receptores e sensores de contato (gustatorios) e nao
através de estimulos olfativos (SANTOS et al., 2012, 2014). Dessa forma, WSMoL € uma
potencial candidata para uso no controle de populagdes de A. aegypti, para uso em armadilhas
de captura de ovos, as ovitrampas, uma vez que interfere na sobrevivéncia tanto dos ovos
quanto das larvas que vierem a eclodir. Oliveira et al. (2016), conseguiram adicionar valor
biotecnologico a torta residual e sementes Moringa oleifera (residuo resultante da extracdo do
6leo) como fonte de lectina com atividade inseticida contra Aedes aegypti.

Receptores quimiossensoriais de natureza olfatoria e/ou gustatoria tém sido descritos
em A. aegypti, sendo detectados em tecidos de adultos e durante outros estagios de
desenvolvimento. S&o expressos em sensores presentes em antenas, palpos maxilares,
proboscide e patas, participando tanto na sensibilidade quimica quanto mecanica (MELO et
al., 2004; MATTHEWS et al., 2016). Foi demonstrado que o efeito repelente do DEET (N,
N-dietil-meta-toluamida) é mediado por segmentos tarsais das patas de A. aegypti, e ndo por
neurdnios gustatorios presentes na probdscide (DENNIS et al., 2019). Sendo assim, € possivel
que o efeito estimulante de oviposicdo de WSMoL envolva a interagdo com receptores
gustatdrios presentes nas patas das fémeas de A. aegypti.

Devido ao potencial ovicida e larvicida de WSMoL, estudos toxicoldgicos foram
realizados utilizando organismos ndo-alvo, como o peixe paulistinha (Danio rerio). Silva et
al. (2017) constataram que a WSMoL também tem efeito toxico contra D. rerio, sendo 0s
valores de CLso para os embrides de 0,190, 0,133 e 0,049 mg/mL apds 48, 72 e 96 horas,
respectivamente, e para larvas foi de 0,21 e 0,135 mg/mL, ap0ds 24 e 96 h, respectivamente.
Esses dados indicam cautela em relagdo a dosagem e requer maior atencdo com relagéo ao

local onde essa lectina sera aplicada.
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2.4. Formulagdes

Inimeras formulagdes de inseticidas foram desenvolvidas e testadas contra um amplo
espectro de vetores de mosquitos, sendo a principal as formulagdes de liberacéo lenta contra
larvas de mosquitos por ter maior atividade residual por maior estabilidade e contato
maximizado com as larvas de mosquitos-alvo (MULLA et al., 1988; CORNEL et al., 2000;
BOND et al., 2004; OMS, 2005; SENG et al., 2008; JACUPS et al., 2014).

O desenvolvimento de uma formulacdo larvicida deve considerar que a mesma seja
facil de ser produzida e administrada, possa ser convenientemente armazenada e apresente
viabilidade econdmica (BULLA JR et al., 1975; MEDEIROS et al., 2005). De acordo com
Couch (2000), o processo de formulacdo € utilizado para converter uma pasta técnica ou pé
contendo o ingrediente ativo em uma forma compativel com sistemas de aplicacdo existentes.
Além disso, deve assegurar a estabilidade bioldgica do ingrediente ativo e deve ter uma vida
de prateleira adequada. As duas formas principais de administracdo sdo as formulacoes
liquidas (emulsdes, suspensdes aquosas) e as formulagdes solidas (pd, pé6 molhavel, granulos,
granulos dispersiveis em agua, briquetes, tabletes e comprimidos sollveis).

O uso concomitante de formulacbes € estimulado, devido aos inimeros mecanismos
de acdo, que interferem no desenvolvimento de resisténcias pelos insetos. Estudos
demonstraram que o uso de Bactimos (formulagdo em pellets de Bti a 10%) e Altosid
(formulacGes em briquets de metopreno ae 2,1%) em conjunto aumentaram o controle efetivo
de A. aegypti quando comparado com seus efeitos isolados por exemplo (ALKENANI et al.,
2015; ALKENANI, 2017). Também foi observado que o uso do bactericida Spinosad, que
apresenta rapida acdo contra o estagio larval, juntamente com o regulador de crescimento de
insetos Dudim, leva a uma acdo sinérgica (DARRIET et al. 2010). Lee et al. (2005)
demonstraram que a adicdo de piriproxifeno as formulacGes de Bti (Bacillus thuringiensis
israelensis) melhorou o controle larval e impediu o surgimento de adultos. Essa acéo
sinérgica reduz substancialmente o custo e a toxicidade como resultado de uma reducéo nas
quantidades de inseticida.

Processos de obtencdo de larvicidas naturais ativos contra mosquitos tém sido
descritos e patenteados como, por exemplo, para obtencdo de gordura de améndoas do carogo
da manga, Mangifera indica ou Mangifera sp. (BRP10906565A2), do liquido manipueira”
obtido de Manihot esculenta durante a fabricacdo da farinha de mandioca (BRPI0505112A) e
do hidrolato larvicida da espécie vegetal Lippia sidoides (BR9902911A). Outras invencdes
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descrevem a produgdo de formulagdes contendo larvicidas naturais contra A. aegypti, muitas
compostas por Gleos essenciais, por exemplo: microemulsdo contendo 6leo essencial de
Citrus sinensis (BR102016012240A2), formulacdo também a base do 6leo essencial de Citrus
sinensis, consistindo em um sistema polimérico microparticulado 6leo essencial/ciclodextrina
(BRP11106415A2) e produto larvicida em pd, a base de ricinoleato de sddio, composto
derivado do acido ricinoléico (acido 12-hidroxi-9-cis- octadecenoico) obtido do 6leo essencial
de Ricinus communis (BR102017003140A2).

Formulagdes solidas com acdo larvicida, geralmente na forma de pos ou granulos
(BR1020170031403), podem ser aplicadas diretamente na agua ou serem incluidas em sachés,
como sugerido para o larvicida sélido composto de sal de cozinha, pimenta-do-reino preta,
vinagre de alcool e agua, que se mostrou eficaz por até 12 meses (BR1020160126010 -
WQ02017205952A1). Porém, em nossa busca, ndo encontramos formulacGes baseadas em
proteinas vegetais com elevada solubilidade em agua, como seria o caso dos comprimidos a

base de sementes de moringa.
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3. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho sdo apresentados na forma de artigos.

3.1 — Artigo 1: Exposure of mosquito (Aedes aegypti) larvae to the water extract and
lectin-rich fraction of Moringa oleifera seeds impairs their development and future

fecundity

Esse artigo foi publicado no periddico Ecotoxicology and Environmental Safety, no
volume 183, referéncia 190853, em 20109.
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3.2. Artigo 2 - Investigacdo de proteinas de membrana extraidas de patas de Aedes
aegypti como ligantes da lectina estimulante de oviposi¢do isolada das sementes de
Moringa oleifera (WSMoL)
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Resumo

Aedes aegypti € um mosquito de grande importancia nas regides tropicais e subtropicais, uma
vez que é o vetor de doencas como dengue, Chikungunya e febre do virus Zika. A lectina
soltvel em agua isolada das sementes de Moringa oleifera (WSMoL) apresentou atividades
larvicida, ovicida e estimulante de oviposicdo sobre A. aegypti. Esse estudo teve como
objetivo investigar proteinas de membrana das patas de A. aegypti como possiveis ligantes de
WSMoL. Inicialmente, foram preparados extratos das patas utilizando diferentes detergentes
(desoxicolato de sodio, digitonina, sulfato sddico de dodecila, Triton X-100 e Tween 20).
Maior concentragéo de proteinas foi detectada no extrato obtido utilizando Tween 20, seguido
extrato preparado com Triton X-100. No presente trabalho, o extrato em Triton X-100 foi
aplicado em coluna contendo a matriz WSMoL-Sepharose e as proteinas adsorvidas foram

eluidas com &cido acético 0,1 M e avaliadas quanto ao perfil em cromatografia de gel filtracdo
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e em eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes desnaturantes (SDS-PAGE). A
similaridade das proteinas adsorvidas com sequéncias depositadas em bancos de dados foi
investigada. A matriz foi capaz de reter proteinas presentes no extrato, obtendo-se um unico
pico proteico, o qual apresentou-se como um pico com massa molecular de aproximadamente
20 kDa na cromatografia de gel filtragdo e como duas bandas polipeptidicas (17,0 e 23,7 kDa)
em SDS-PAGE. Anélise por MS/MS indicou similaridade com transportadores ABC, que sao
amplamente distribuidos nos organismos, inclusive em insetos, e tém sido relacionados com o
efluxo de inseticidas. Em conclusdo, WSMoL ¢é capaz de se ligar a proteinas de membrana
presentes nas patas de fémeas de A. aegypti, podendo exercer seu efeito estimulante de
oviposicdo por meio dessas interagdes.

Introducéo

Globalmente, milhdes de pessoas estdo expostas a variados tipos de arboviroses
(doengas virais transmitidas por mosquitos), eventualmente ocorrendo surtos que variam em
magnitude e duracdo (LIU et al., 2020). Chikungunya, dengue e Zika virus sdo arboviroses
transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti. Dentre essas, a dengue é um dos maiores desafios
da salde publica, com aproximadamente 100 milhdes de infeccbes sintomaticas e 10.000
mortes ocorrendo a cada ano em mais de 125 paises (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2017; MESSINA et al., 2019). Vacina contra a dengue foi licenciada em 2015,
estando disponivel em 20 paises; contudo, alguma limitacGes sdo descritas, como maior risco
de desenvolvimento da forma grave e hospitalizacbes em pacientes soronegativos que
recebam a vacina (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2019). Chikungunya é uma
doenca caracterizada por uma artralgia febril altamente incapacitante e nenhuma vacina
licenciada ou tratamento especifico estd atualmente disponivel (LEPARC-GOFFART et al.,
2014; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017). Ja a doenca do virus Zika se
destaca pelo risco aumentado de complicagdes neurologicas em adultos e criancgas, incluindo
sindrome de Guillain-Barré, neuropatia e mielite, também ndo havendo vacina disponivel
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018).

No cenério descrito acima, o controle de populacdes do vetor € de extrema relevancia
para minimizar a incidéncia dessa doencas. Esse controle pode ser feito de diversas maneiras,
inclusive por meio do uso de substancias quimicas com agdo ovicida, larvicida, adulticida

e/ou moduladora de oviposicdo (CAMAROTI et al., 2017). Lectinas, proteinas que se ligam a
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carboidratos de forma especifica e reversivel, tm sido descritas como agentes inseticidas
contra A. aegypti capazes de causar morte das larvas e reduzir a ecloséo dos ovos (COELHO
et al., 2009; SA et al., 2009; NAPOLEAO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016; ALVES et
al., 2020).

Moringa oleifera (Moringaceae) é uma planta nativa da india e amplamente cultivada
nos trépicos de todo o mundo, cujas sementes contém agentes coagulantes que promovem a
precipitacdo de particulas em suspensdo, levando a diminuicdo na turbidez da agua
(VILLASENOR-BASULTO et al., 2018; NAPOLEAO et al., 2019). As sementes de M.
oleifera contém uma lectina sollvel em &gua, denominada WSMoL, que possui propriedades
coagulantes e é capaz de atuar na remocao de metais em meio aquoso (FREITAS et al., 2016;
MOURA et al., 2016). Tendo em vista o fato de que populacdes vivendo em regides de seca,
em que também ha elevado risco para arboviroses, estocam agua por longos periodos e
utilizarem as sementes de moringa para tratamento, foi investigado se a lectina WSMoL seria
capaz de promover um beneficio adicional impedindo o desenvolvimento de A. aegypti na
agua armazenada. Estudos demonstraram que WSMoL apresentou atividades larvicida e
ovicida contra A. aegypti, sendo capaz de promover danos ao epitélio intestinal das larvas e
degeneracdo da superficie coriénica dos ovos (COELHO et al., 2009; ALVES et al., 2020).

Interessantemente, WSMoL (0,1 mg/mL) apresentou efeito estimulante sobre a
oviposicdo de fémeas de A. aegypti, tanto em condi¢des de laboratério quanto em campo
simulado; adicionalmente, foi determinado que os ovos depositados em solu¢do contendo
WSMoL apresentavam capacidade de eclosdo reduzida, de forma que a lectina, a0 mesmo
tempo que atua como uma pista quimica para deposi¢do dos ovos, é capaz de inviabilizar a
eclosdo e a sobrevivéncia das larvas originadas (SANTOS et al., 2012; 2014). Foi ainda
demonstrado que WSMoL ndo atua através de estimulos olfativos e que as fémeas depositam
0s ovos diretamente na agua quanto esta contém a lectina, o que levou os autores a considerar
uma provavel interacdo com receptores e sensores de contato, que sdo conhecidos como
receptores gustatorios (SANTOS et al., 2014).

Receptores quimiossensoriais de natureza olfatoria e/ou gustatoria tém sido descritos
em A. aegypti, sendo detectados em tecidos de adultos e durante outros estagios de
desenvolvimento. S&o expressos em sensores presentes em antenas, palpos maxilares,
probdscide e patas, participando tanto na sensibilidade quimica quanto mecéanica (MELO et
al., 2004; MATTHEWS et al., 2016). Foi demonstrado que o efeito repelente do DEET (N,
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N-dietil-meta-toluamida) é mediado por segmentos tarsais das patas de A. aegypti, e ndo por
neurdnios gustatorios presentes na proboscide (DENNIS et al., 2019).

O presente trabalho teve como objetivo principal investigar a possibilidade de
interacdo entre a lectina WSMoL e proteinas de membrana extraidas das patas de fémeas de
A. aegypti. Para tanto, inicialmente foram utilizados diferentes detergentes para determinar a
estratégia mais eficiente para obtencdo das proteinas a partir patas. Em seguida, a interagéo
entre as proteinas extraidas e a lectina foi investigada por cromatografia de afinidade em

coluna de WSMoL imobilizada.

Metodologia

Extracdo de proteinas de patas de fémeas de A. aegypti

Coldnias de A. aegypti (cepas Rockefeller) foram criadas e mantidas no Laboratorio de
Ecologia Quimica da Universidade Federal de Pernambuco a 27+0,5 °C, 73+£0,4% de umidade
relativa e fotoperiodo 12:12. Ovos de A. aegypti foram eclodidos em agua destilada contendo
racdo para gato (Whiskas). Ao atingirem o estagio de pupa, os insetos foram colocados em
gaiolas. Apds a emergéncia dos adultos, as fémeas foram coletadas, com base na
diferenciacdo através das antenas. Amostras de 400 patas compreendidas entre 0s segmentos
pro-, meso- e metatoracicos foram obtidas e imediatamente estocadas em gelo seco.

Procedimentos de extracdo de proteinas das patas foram realizados utilizando
diferentes detergentes (ROBAJAC et al., 2017). Inicialmente, as patas foram homogeneizadas
manualmente por 5 min em sacarose 0,25 M. Apds uma primeira centrifugacéo (3,000 x g; 15
min) para remocdo de restos das patas, os sobrenadantes foram coletados e centrifugados a
14,000 x g por 45 min. O pellet resultante foi lavado com HEPES 0,05 M pH 7,4 em NaCl
0,15 M e, ap6s nova centrifugacdo, teve sua massa determinada em balanca analitica para ser
posteriormente aliquotado em porcdes de 10 mg/mL. A cada porgéo foi entdo adicionado um
dos seguintes detergentes (1%, v/v, em tampdo HEPES): desoxicolato de sodio, digitonina,
sulfato sodico de dodecila (SDS), Triton X-100 ou Tween 20. Apo6s 4 h sob agitacdo
constante, as proteinas de membrana solubilizadas foram coletadas por centrifugacéo a 14,000
x g por 90 min. A concentracdo de proteinas foi estimada utilizando o método do &cido

bicinconinico (Bicinchoninic Acid Kit for Protein Determination, Sigma-Aldrich, EUA).
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Purificacdo de WSMoL

Sementes de M. oleifera foram coletadas em Recife, Pernambuco, sendo um exemplar
depositado no herbéario do Instituro Agrondmico de Pernambuco (IPA, Recife) sob o numero
73.345. A coleta do material teve autorizagdo (n° 38690) do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio). O acesso foi registrado no (A720498 and
AC03B51) no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen).

As sementes foram trituradas utilizando multiprocessador e a farinha (10 g) foi
homogenizada por 16 h a 4°C em &gua destilada (100 mL) utilizando um agitador magnético
Em seguida, a suspensédo foi filtrada e centrifugada (3,000 x g; 15 min) para obtengdo do
extrato bruot. Proteinas presentes no extrato foram entdo precipitadas por tratamento com
sulfato de aménio (saturacdo de 60%) durante 4 h (GREEN e HUGHES, 1955). Apds
centrifugacdo (3,000 x g; 15 min), a fracdo de proteinas precipitadas foi dialisada contra NaCl
0,15 M e aplicada em coluna (7,5 x 1,5 cm) de quitina (Sigma-Aldrich, EUA) equilibrada com
NaCl 0,15 M (fluxo 0,3 mL/min). A eluigdo de WSMoL foi realizada com &cido acético 1,0
M (COELHO et al., 2009). A estimativa da concentracdo de proteinas foi realizada de acordo
com Lowry et al. (1951) utilizando curva-padrdo de albumina sérica bovina (31,25-500

pg/mL).

Determinacdo da atividade hemaglutinante

A propriedade ligadora de carboidratos de WSMoL foi verificada através de ensaio de
atividade hemaglutinante (AH) em placas de microtitulagdo. Aliquota de 50 uL. da amostra foi
serialmente diluida em NaCl 0,15 M e, em seguida, foram adicionados em cada pogo 50 pL
de suspensdo (2,5% v/v) de eritrocitos de coelho tratados com glutaraldeido, coletados
conforme aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFPE (processo
23076.033782/2015-70). Uma unidade de AH foi definida como o inverso da maior dilui¢io
da amostra que promoveu total hemaglutinacdo. AH especifica foi definida pela raz&o entre o

titulo e a concentracdo de proteinas (mg/mL).

Imobilizacdo de WSMoL em Sepharose CL-4B
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Sepharose CL-4B ativada com brometo de cianogénio (1 g) foi lavada com HCI 1,0
mM, seguido de NaHCO3z 0,1 M pH 8,3 contendo NaCl 0,15 M e HCI 1,0 mM. A reacdo de
acoplamento foi realizada misturando-se WSMoL (30 mg) e a resina por 2h a 24 °C. A
lectina ndo-acoplada foi removida por filtragdo. O gel foi entdo incubado em etanolamina 1,0
M pH 8,0, durante 2h a 24 °C para bloquear qualquer grupo ativo remanescente da
Sepharose. Em seguida, a matriz WSMoL-Sepharose foi lavada com: (a) acetato de sddio 0,1
M pH 4,0 contendo NaCl 0,5 M; (b) Tris—HCI 0,1 M pH 8,0 contendo NaCl 0,5 M; (c) acetato
de sodio 0,1 M pH 4,0 contendo NaCl 0,5 M; e (d) Tris—HCI 0,1 M pH 8,0 contendo NaCl 0,5
M. A quantidade de proteina imobilizada foi calculada pela diferenga entre a quantidade de
proteina inicial e a quantidade encontrada no filtrado. O suporte WSMoL-Sepharose foi
mantido em Tris-HCI 0,1 M contendo NaCl 0,5 M a 4 °C.

Cromatografia em coluna de WSMoL.-Sepharose

A coluna contendo a matriz WSMoL-Sepharose (5 mL) foi equilibrada com tampéo
fosfato de potéssio 100 mM (pH 7,6) contendo Triton X-100 0,1% (v/v). O extrato obtido
utilizando Triton X-100 foi entdo aplicado (1,5 mL) e a coluna foi lavada com a solucdo de
equilibrio para remocéo das proteinas ndo-adsorvidas. As proteinas adsorvidas foram eluidas
com acido acético 0,1 M. Fracbes de 1 mL foram coletadas e a eluicdo foi monitorada pela

absorbancia em 280 nm.

Andlise das proteinas adsorvidas a WSMoL-Sepharose

A amostra eluida da matriz WSMoL-Sepharose foi submetida (2 mL; 1 mg de
proteina) a cromatografia de gel filtragdo em uma coluna HiPrep 16/60 Sephacryl S-100HR
acoplada ao sistema AKTAprime plus (GE Healthcare Life Sciences, Suécia). A
cromatografia foi realizada usando NaCl a 0,15 M a uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. As
fracOes coletadas (3,0 mL) foram monitoradas quanto & absorbéancia a 280 nm. Uma mistura
dos seguintes padrdes de massa molecular também foi cromatografada nas mesmas condicdes:
albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) e lisozima (14 kDa).

A amostra também foi seca em concentrador a vacuo (Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz, Alemanha) e submetida a eletroforese

em gel (15%, p/v) de poliacrilamida (PAGE) em condic¢des desnaturantes (presenca de sulfato
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sodico de dodecila, SDS), conforme descrito por Laemmli (1970). O gel foi fixado por 16 h
em etanol 40% (v/v) e &cido acético 10% (v/v), lavado por 30 min com solucdo fresca de
fixacdo, e corado com Azul de Coomassie a 0,02% (p/v) em etanol 40% (v/v) e &cido acético
10% (v/v) por 3 h. O gel foi descorado com acido acético 10% (v/v).

As bandas polipeptidicas foram excisadas do gel e descoloridas por trés etapas de
lavagem (a cada 15 min) com 400 uL. de uma solugdo 1: 1 (v/v) de de acetonitrila a 50% (p/v)
bicarbonato de aménio 25 mM pH 8,0, sob agitacdo. Apos o ultimo passo de lavagem, o
fragmento de gel foi coberto com acetonitrila a 100% e desidratado usando o concentrador de
vacuo. Em seguida, 10 uL de ditiotreitol 10 mM preparado em bicarbonato de aménio 100
mM foi adicionado e o material foi incubado por 1 h a 56 °C. Apds a lavagem com
bicarbonato de aménio 100 mM, 10 puL de iodoacetamida a 50 mM (em bicarbonato de
amoénio 100 mM) foram adicionados e o0 ensaio foi incubado a 28 °C no escuro.
lodoacetamida foi entdo removida e o material foi lavado com bicarbonato de amonio 100
mM e desidratado novamente com 100% de acetonitrila. Os polipeptideos foram digeridos por
16 h a 37 °C com 5 pL de uma solucgdo de tripsina a 20 mg/mL (grau de espectrometria de
massa, Promega Corp., EUA), preparada em bicarbonato de amoénio 50 mM. A solucéo foi
entdo transferida para um tubo estéril em que foram adicionados 30 pL de acido
trifluoroacético a 1% (p/v) em acetonitrila a 30% (p/v) para extracdo dos peptideos. O
sobrenadante resultante foi removido, armazenado e o procedimento de extragédo foi repetido
duas vezes. Todos os sobrenadantes foram entdo reunidos e secos em concentrador a vacuo.
Os peptideos foram analisados usando um espectrometro ESI-QUAD-TOF (Waters, Milford,
MA, EUA) e os espectros obtidos foram comparados com os presentes no banco de dados
NCBInr usando o mecanismo de busca MS/MS lon Search do software MASCOT

(http://www.matrixscience.com).
Andlise estatistica

Os dados foram analisados usando ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey, a
um nivel de significancia de 5%, utilizando o software GraphPad Prism versdo 4.0 para

Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).

Resultados e discussao
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Resultados prévios indicaram que a atividade estimulante de oviposi¢cdo de WSMoL
sobre fémeas de A. aegypti ndo esta relacionada a estimulos olfatérios, sugerindo o
envolvimento de sensores gustatorios (SANTOS et al.,, 2014). Receptores gustatorios
permitem que 0S mosquitos sejam capazes de detectar sinais quimicos importantes para
alimentacdo, oviposigdo e reconhecimento conspecifico (SPARK et al., 2013). Nesse sentido,
0 presente trabalho avaliou uma possivel interacdo entre WSMoL e proteinas de membrana
extraidas das patas das fémeas.

Embora as proteinas de membrana sejam constituintes celulares muito importantes,
existem poucas informacdes sobre elas, devido a fatores como quantidade reduzida e a
natureza singular do ambiente natural destas proteinas, o que demanda procedimentos
especificos para sua extracdo e analise Os detergentes sdo substancias utilizadas para extrair e
solubilizar proteinas de membranas em meio aquoso. A escolha do melhor detergente para
extracdo é de grande importancia, considerando os diferentes tipos celulares e a origem
tecidual das proteinas de membrana (ROBAJAC et al., 2017).

Cinco detergentes foram avaliados quanto a eficiéncia em extrair proteinas de
membrana de patas de fémeas e os resultados estdo apresentados na Figura 1. Maior
concentracdo de proteinas foi detectada no extrato obtido empregando-se Tween 20, seguido
pelos extratos preparados com Triton X-100, digitonina, desoxicolato de sédio e SDS. Uma
vez que Triton X-100 e Tween 20 foram responsaveis pelos melhores resultados, foram
escolhidos para continuacdo do estudo. No presente artigo serdo apresentados os resultados
obtidos para o extrato preparado com Triton X-100.

WSMolL foi isolada, seguinte o procedimento previamente estabelecido por Coelho et
al. (2009), e apresentou AH especifica de 1.244. A deteccdo de capacidade aglutinante em
confirma a funcionalidade dos sitios de ligacdo a carboidratos da lectina na amostra obtida.
WSMoL foi eficientemente imobilizada em Sepharose e a matriz foi capaz de reter proteinas
presentes no extrato preparado com Triton X-100. Um Unico pico proteico foi obtido apds
eluicdo com éacido acético 0,1 M, como pode-se observar na Figura 2A. Esse resultado
confirma a capacidade da lectina de se ligar a proteinas presentes nas patas das fémeas. As
patas dos insetos sdo particularmente importantes por serem usadas para avaliar as fontes de
alimentos. As fémeas de A. aegypti possuem cerca de 100 pelos tarsais, 0s quais estdo
envolvidos na sensibilidade a solugdes contendo sal e agucar, sendo considerados estruturas

gustatorias das patas do mosquito (SUPER, 1962).
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Estudo realizado por Dennis et al. (2019) concluiu que a quimiorreflexdo de contato
com o DEET (um repelente de insetos) € mediada exclusivamente pelos segmentos tarsais das
patas de A. aegypti, estabelecendo as patas como sensores de contato relevantes para o
comportamento do mosquito. Sparks et al. (2013) descreveram a presenca de proteinas em
labelos e tarsos de A. aegypti ortdlogas a receptores gustatorios de Drosophila melanogaster
relacionadas com a deteccéo de COz, cafeina, DEET e frutose.

Visando obter maiores informacdes sobre a(s) proteina(s) de patas que se ligaram a
WSMolL, o pico adsorvido foi entdo cromatografado em coluna de gel filtracdo, sendo
detectado um Unico pico de massa molecular de aproximadamente 20 kDa (Figura 2B).
Quanto ao perfil em SDS-PAGE, a amostra apresentou duas bandas polipeptidicas com massa
molecular 17,0 e 23,7 kDa (Figura 2C, linha 1), as quais podem corresponder a duas proteinas
diferentes que, devido a proximidade da massa molecular, ndo foram separadas em dois picos
na cromatografia de gel filtracdo. A auséncia de bandas correspondentes a WSMoL (Figura
2C, linha 2) assegura que a lectina ndo foi desligada do suporte durante o processo
cromatografico.

As bandas polipeptidicas foram excisadas do gel e submetidas a analise por
espectrometria de massas. Nenhuma similaridade com sequéncias de proteinas no banco de
dados foi detectada para a banda polipeptidica de 23,7 kDa. J& a banda polipeptidica de 17,0
kDa apresentou similaridade com sequéncias de transportadores ABC (ATP-binding cassette),
conforme apresentado na Tabela 1. Os transportadores ABC constituem uma grande classe de
proteinas transmembranas e sdo amplamente encontradas em diversos organismos, atuando no
transporte de xenobidticos. Em insetos, esses transportadores tém sido descritos em varias
espécies, porém o conhecimento sobre o papel e a funcdo dessas proteinas ainda é limitado
(WU et al., 2019). Os transportadores ABC tém sido principalmente relacionados com a
resisténcia a inseticidas, tais como uma P-glicoproteina encontrada em A. aegypti, cujo
silenciamento resultou em aumento da susceptibilidade de larvas ao temefés (FIGUEIRA-
MANSUR et al., 2013).

Conclusao

A lectina estimulante de oviposicdo WSMoL € capaz de se ligar a proteinas de
membrana presentes nas patas de fémeas de A. aegypti, podendo exercer seu efeito

estimulante por meio de interagcbes com essas proteinas. Proteinas das patas capazes de se
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ligar a WSMoL apresentaram similaridade com a sequéncia de transportadores do tipo ABC.
Os resultados abrem uma janela para investigacdes mais detalhadas sobre a interagdo entre
WSMoL e proteinas das patas de A. aegypti.
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Figura 1. Concentracdo proteica em extratos de proteinas de membrana de patas de Aedes aegypti
obtidos utilizando diferentes detergentes: desoxicolato de sédio, digitonina, sulfato sddico de dodecila
(SDS), Triton X-100 e Tween 20.
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Figura 2. Investigacdo da interacdo entre WSMoL e proteinas das patas de fémeas de A.
aegypti. (A) Cromatografia de afinidade do extrato de patas em suporte WSMoL-Sepharose,
equilibrada com fosfato de potassio 100 mM pH 7,6 contendo Triton X-100 0,1% (v/v). O
material ndo adsorvido foi removido utilizando a solucéo de equilibrio. Proteinas adsorvidas
foram eluidas com &cido acético 0,1 M. (B) Cromatografia de gel filtracdo %) do pico de
proteinas adsorvidas a matriz. (C) SDS-PAGE (15%) do pico de proteinas adsorvidas a matriz

(1), WSMoL (2) e mistura de padrdes de massa molecular.
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Tabela 1. Similaridades detectadas entre peptideos derivados de proteinas de patas de Aedes aegypti adsorvidas a matriz WSMoL-Sepharose

e sequéncias de proteinas depositadas no NCBIProt.

Sequéncia peptidica Numero de acesso no NCBI  Massado Proteina Score
peptideo
(Da)
R.FTALQSGEVDILSR.N OYUO07836.1 1534.8038 amino acid ABC transporter substrate-binding 142
K.YTPITFDTSDESAK.S 1573.7158 protein [Pseudomonas sp. PGPPP1]
R.AGVEADYALDNGK.W SMQ11636.1 1321.6150 outer membrane protein, partial [Pseudomonas sp. 225
K.QYPQTTTVVEGHTDSVG 2634.2198  Zh1N-3]
PDAYNQK.L
R.FTAIQSGEVDILSR.N TXG94600.1 1534.7991 amino acid ABC transporter substrate-binding 75
protein [Zoogloea sp.]
R.FTAIQSGEVDLLSR.G WP_028601149.1 1534.8038 amino acid ABC transporter substrate-binding 75

protein [Ottowia thiooxydans]

Peptideos foram obtidos apds digestdo triptica e as sequéncias obtidas utilizando a ferramenta MS/MS ion search do MASCOT.
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RESUMO

Atualmente, a principal medida de prevencdo das arboviroses dengue, Chikungunya e
febre pelo virus Zika compreende o controle da populagdo do vetor, 0 mosquito Aedes
aegypti. Novos inseticidas tem sido pesquisados devido aos relatos de populacdes
resistentes aos compostos atualmente utilizados, além da toxicidade contra organismos
ndo-alvo. O desenvolvimento de uma formulacdo é importante para aumentar a
estabilidade e viabilidade econdmica desses novos inseticidas. No presente trabalho,
foram desenvolvidos comprimidos contendo fracdo proteica de sementes de Moringa
oleifera enriquecida na lectina WSMoL, a qual possui atividades larvicida e ovicida
contra A. aegypti. Inicialmente, foi avaliada a compatibilidade entre a fragéo e os
excipientes utilizados na obtencdo dos comprimidos por termogravimetria (TG),
calorimetria diferencial exploratéria (DSC) e espectrometria de absor¢cdo no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Os comprimidos obtidos (5%, 10%
e 15%, p/p, da fracdo) foram entdo avaliados quanto as atividades larvicida e ovicida e

quanto ao efeito sobre a oviposi¢cdo do mosquito; os ensaios foram também realizados
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utilizando comprimido placebo. As avaliagfes por TG, DSC e FTIR demonstraram que
a composicdo proteica da fragdo ndo sofreu alteragdo quando misturada aos
componentes da formulagdo. Os comprimidos contendo 10% e 15% de fragdo
promoveram mortalidade de 42,5% e 95% das larvas ap0s 48 h, respectivamente. Foi
observado que as larvas incubadas com esses comprimidos apresentaram atividade
reduzida de acetilcolinesterase. Os comprimidos a 5%, 10% e 15% inibiram (36 a 74%)
a eclosdo dos ovos apds 72 h de exposicdo. Ainda, o comprimido a 15% apresentou
efeito repelente de oviposicdo. O estudo revelou que a formulacdo desenvolvida é
eficiente em interferir no ciclo de vida do A. aegypti, sendo candidata para uso no
controle desse mosquito.

Palavras-chave: Mosquito da dengue. Formulacdo inseticida. Lectina. Larvicida.

Ovicida.

Introducéo

O Aedes aegypti, conhecido como mosquito da dengue, é um vetor de importantes
arboviroses, incluindo dengue, Chikungunya e febre pelo virus Zika. Vacinas desenvolvidas
contra a dengue ainda apresentam limitaches e ndo estdo disponiveis na rede publica
(SWAMINATHANA e KHANNA, 2019), enquanto para as outras duas doencas ainda ndo ha
vacina. Sendo assim, o controle das populacdes do mosquito permanece como a principal
medida adotada nos programas de prevencdo (PLIEGO-PLIEGO et al., 2020).

As medidas de controle da populacdo de A. aegypti incluem melhoramento das
condicdes sanitarias, campanhas de conscientizacdo da populacdo e o uso de inseticidas
(MACIEL-DE-FREITAS et al., 2014). A busca por novos agentes inseticidas é urgente, uma
vez que a utilizacdo indiscriminada de inseticidas sintéticos para controle desse mosquito tem
resultado na selecdo de individuos resistentes, com consequente estabelecimento de
populagdes insensiveis a determinados compostos (DAVID et al., 2018).

As sementes de Moringa oleifera contém uma lectina solGvel em agua (WSMoL) que
apresentou atividades ovicida e larvicida contra A. aegypti (COELHO et al., 2009; SANTOS
et al., 2012). Foi demonstrado que a atividade ovicida de WSMoL esta relacionada com danos
na casca dos ovos, iniciando com rompimento da rede exocoribnica e destacamento das

células exocorinicas e culminando com extensiva deformacgéo e degeneracdo da superficie
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(ALVES et al., 2020). WSMoL também apresentou atividade estimulante de oviposi¢do sobre
fémeas gravidas de A. aegypti, tanto em condic¢des de laboratério quanto de campo simulado
(SANTOS et al., 2012, 2014). Silva et al. (2019) demonstraram que larvas de A. aegypti que
foram expostas a uma fracdo proteica enriquecida na lectina WSMoL originaram fémeas com
ingurgitamento reduzido ap06s o repasto sanguineo, com consequente comprometimento da
fertilidade e fecundidade. Os autores relacionaram esses achados com danos ao processo de
remodelacdo do intestino processo durante a metamorfose.

Os produtos vegetais, normalmente, sdo componentes quimicos instaveis, sendo
necessario o desenvolvimento de formulagGes para uso em campo (ISMAN, 2020). O
desenvolvimento de uma formulagdo larvicida deve levar em conta que a mesma seja facil de
ser produzida e administrada, possa ser convenientemente armazenada e apresente viabilidade
econémica (BULLA JR et al., 1975; MEDEIROS et al., 2005). De acordo com Couch (2000),
o processo de formulacdo deve assegurar a estabilidade bioldgica do ingrediente ativo e uma
vida de prateleira adequada. As duas formas principais sdo as formulagdes liquidas e as
formulagGes solidas (tais como pd, granulos, tabletes e comprimidos).

O presente trabalho teve como objetivos obter comprimidos contendo fra¢do proteica
enriquecida na lectina WSMoL e avalia-los quanto aos efeitos sobre a sobrevivéncia de

larvas, ecloséo de ovos e oviposic¢ao de A. aegypti.

Metodologia

Material vegetal

Sementes de M. oleifera foram coletadas no campus da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) em Recife, Brasil, com autorizacdo (38690) do Instituto Chico Mendes
de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente. O acesso foi
registrado no (A720498 and ACO03B51) no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

Obtencéo da fracdo enriquecida em lectina

As sementes foram trituradas utilizando multiprocessador e o pé obtido foi submetido

a extracdo em 4agua destilada por 16 h, na propor¢do 1:10 (p/v), utilizando-se agitador
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magnético. A suspensdo foi entdo filtrada e centrifugada (9000 x g, 15 min, 25 °C) sendo o
sobrenadante correspondente ao extrato bruto. Proteinas presentes no extrato foram
precipitadas por tratamento com sulfato de aménio a 60% de saturacdo (Green e Hughes,
1955) por 4 h a 25 °C, sob agitacdo suave. Em seguida, o material foi centrifugado (15 min,
3000 x g, 25 °C) e o precipitado foi ressuspendido em NaCl 0,15 M e dialisado contra 4gua
destilada (6 h, trés trocas de liquido), correspondendo entdo a fragdo enriquecida em lectina
(Silva et al., 2019).

Determinacdo da concentracdo de proteinas e atividade hemaglutinante (AH)

A concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com Lowry et al. (1951)
usando uma curva padrao de albumina de soro bovino (31,25-500 pg/mL). Para confirmacéo
da presenca de lectina, ensaio de atividade hemaglutinante (AH) foi realizado em placas de
microtitulacdo de 96 pocos, de acordo com Paiva e Coelho (1992). Em uma fileira da
microplaca, a amostra (50 pL) foi diluida serialmente (1:1) em NaCl 0,15 M e,
posteriormente, cada po¢o recebeu 50 pL de uma suspensdo (2,5% v/v) de eritrocitos de
coelho fixados com glutaraldeido (Bing et al., 1967). Os eritrécitos foram coletados conforme
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFPE (processo no.
23076.033782/2015-70). No controle negativo, os eritrocitos foram incubados com NaCl 0,15
M. A AH foi definida como o inverso da maior diluicdo da amostra capaz de promover
aglutinacdo total dos eritrocitos. AH especifica foi calculada como a razdo entre a AH e a

concentragédo proteica (mg/mL).

Analise termogravimétrica

Ensaio de termogravimetria com a fracdo proteica foi realizado empregando uma
termobalanga, modelo TGA-60 (Shimadzu Cor., Kyoto, Japan). As curvas de
termogravimetria (TG) foram obtidas a uma razdo de aquecimento de 10 °C/min, sob
atmosfera dindmica de nitrogénio (100 mL/min), num intervalo de temperatura de 30 a 600
°C. Para a realizacdo dos ensaios foi utilizada massa da amostra de 5,0+0,5 mg em suporte de
amostras de platina. Antes dos ensaios foram obtidas curvas em branco para avaliar a linha de
base do sistema. A calibragdo dos equipamentos foi realizada na razéo de aquecimento de 10

°C/min com o padrdo oxalato de calcio.
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Analise por calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

Curvas de DSC foram obtidas para a fracdo proteica e para misturas da fracdo com 0s
excipientes a serem utilizados na preparagdo dos comprimidos. Foram avaliadas as seguintes
misturas binarias (MB), sempre na propor¢cdo 1:1 (p/p): MB1 - fracdo + celulose
microcristalina; MB2: - fracdo + croscarmelose de sodio; MB3 - fracdo + estearato de
magnésio; MB4 - fragdo + didxido de titanio. Foi utilizada uma célula calorimétrica, modelo
DSC-50 (Shimadzu), a uma razéo de aquecimento de 20 °C/min, sob atmosfera dindmica de
nitrogénio (50 mL/min), num intervalo de temperatura de 25 a 250 °C. Para a realizacdo dos
ensaios, foi utilizada massa da amostra de 2,0+0,1 mg em cadinhos de aluminio fechado.
Antes dos ensaios foram obtidas curvas em branco para avaliar a linha de base do sistema.
Para a calibracdo da célula de DSC, foi empregado indio metalico (Ttusi0=156,6 °C; AHfusao=
28,7 JIg) com pureza de 99,99%.

Desenvolvimento dos comprimidos contendo a fragdo

Para preparacdo da formulacdo, a fracdo foi seca por liofilizacdo até a obtengdo de um
p6. Os comprimidos foram preparados como descrito no pedido de patente “Comprimido
larvicida a base de sementes de moringa” (processo no. 23076.036013/2019-57). Foram
formulados comprimidos contendo 3 doses diferentes da fragdo (5%, 10% e 15%, p/p), além
de comprimido placebo (sem a fracdo), tendo cada comprimido um peso de 200 mg. Para a
producdo deles foram utilizados os excipientes: celulose microcristalina (diluente),
croscarmelose de sodio (desintegrante), estearato de magnésio (lubrificante) e dioxido de
titanio (corante inorganico). O tempo de desintegragdo dos comprimidos, sob agitacdo manual
ou ndo, foi avaliado visualmente adicionando-os a agua destilada. Apos desintegracéo, a
suspensdo foi avaliada quanto a concentracdo de proteinas e presenca de lectinas atraves do

ensaio de hemaglutinacéo.

Analise espectroscopica
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A andlise espectroscopica foi realizada em espectrometro de absor¢do no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), modelo 400 (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA). As amostras (fracdo e MBs) foram caracterizadas empregando-se a técnica de reflexao
total atenuada (ATR), no modo transmitancia, com resolucio espectral de 4 cm™ e média de
64 varreduras por espectro. A regido espectral avaliada foi de 4000 a 650 cm™. Os espectros
de cada amostra foram obtidos apds colocacdo das amostras, com auxilio de uma espétula,
sobre o cristal da célula de ATR. A limpeza da célula foi realizada entre as leituras por
processo quimico com o uso de acetona, de modo a evitar erros na realizacdo dos ensaios. Os

espectros obtidos foram comparados aos disponibilizados na literatura.

Avaliacao de efeitos dos comprimidos sobre larvas de A. aegypti

Ensaio larvicida

Coldnias de A. aegypti (cepas Rockefeller) foram criadas e mantidas no Laboratorio de
Ecologia Quimica da UFPE a 27+0,5 °C, 73+0,4% de umidade relativa e fotoperiodo 12:12.
Ovos de A. aegypti foram eclodidos em &gua destilada contendo ragdo para gato (Whiskas).
Larvas no inicio do quarto estagio (L4) foram coletadas para uso nos ensaios larvicidas. A
atividade larvicida foi avaliada segundo uma adaptacdo do método da Organizacdo Mundial
de Salde (1981) descrita por Navarro et al. (2003). Cada bioensaio consistiu em manter 20—
25 larvas em contato por 48 h com agua destilada (20 mL), a qual foi adicionado 1
comprimido contendo a fracéo (5%, 10% ou 15%) ou 1 comprimido placebo. Larvas no grupo
controle foram incubadas somente em agua destilada. Dois experimentos independentes foram
realizados em triplicata. Larvas incapazes de se locomover mediante estimulos com um pincel

foram consideradas mortas.

Efeito dos comprimidos sobre atividade de acetilcolinesterase (AChE) das larvas

As larvas que sobreviveram ao final do ensaio larvicida foram recolhidas e
homogeneizadas em tampé&o fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5. Apds centrifugagdo (9000 x g,
4 °C, 15 min), os extratos obtidos foram avaliados quanto a concentragdo de proteinas (Lowry
et al., 1951). A atividade de AChE foi determinada incubando-se 10 pL do extrato de larvas
com 20 pL de acetiltiocolina 0,052 M e 200 pL de acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico
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(DTNB) 0,25 mM durante 3 min a 25°C. Apoés este periodo, a liberacdo de tiocolina foi
monitorada por determinagdo da absorbancia a 405 nm. Uma unidade de atividade de AChE

foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 pumol de acetiltiocolina por minuto

(ELLMAN et al., 1961).

Efeito dos comprimidos na atividade das enzimas digestivas das larvas

Comprimido contendo a fracdo a 15% ou comprimido placebo foi adicionado a 20 mL
de &gua destilada. Ap6s 10 min para desintegracdo do comprimido, a suspensdo resultante foi
coletada, centrifugada (3.000 x g, 5 min) e avaliada quanto aos efeitos in vitro sobre as
atividades enzimaticas do intestino das larvas. A suspensdo-mae obtida a partir do
comprimido teste (contendo 1,5 mg/mL de proteinas) ou placebo (1 mL) foi diluida
serialmente em agua destilada até uma razao de 1:32.

A atividade de a-amilase foi determinada de acordo com o método proposto por
Bernfeld (1955). Larvas L4 (50) tiveram seus intestinos dissecados em gelo e, em seguida,
homogeneizados em tampdo acetato de sédio 0,1 M, pH 5,5. Apds centrifugacédo (9000 x g, 4
°C, 15 min), os extratos obtidos foram avaliados quanto concentracdo de proteinas (Lowry et
al., 1951). Em cada ensaio, o extrato de intestino (15 pL, 80 pg de proteina) foi incubado (30
min, 28 °C) com 15 puL de cada suspensdo do comprimido contendo a fragdo (testes), da
suspensdo do comprimido placebo (controle 1) ou de tampdo acetato (controle 2). Em
seguida, cada ensaio foi incubado a 50 °C durante 10 min com 400 pL de amido soltvel a 1%
(p/v) em tampdo acetato. A reagdo foi parada adicionando 500 pL de reagente de acido
dinitrosalicilico (DNS). Em seguida, os ensaios foram aquecidos a 100 °C em agua durante 6
min, imediatamente resfriados em gelo durante 15 min e avaliados quanto a absorbéancia a 540
nm. A quantidade de acucares redutores foi determinada utilizando uma curva padrdo de
reacdo de glicose com DNS (Y = 1,7366X + 0,0228, em que Y é a absorbanciaa 540 nme X é
a concentragdo de glicose em mg/mL). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necesséria para gerar 1 pumol de glicose por minuto.

A atividade de tripsina foi determinada de acordo com uma adaptagdo do método
proposto por Kakade et al. (1969). Intestinos de larvas L4 (50) foram dissecados em gelo e,
em seguida, homogeneizados em tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0. Apos centrifugacdo (9000
x g, 4 °C, 15 min), os extratos obtidos foram avaliados quanto concentragcdo de proteinas

(Lowry et al., 1951). Em cada ensaio, o extrato de intestino (15 pL, 78 ug de proteina) foi

76



incubado (30 min, 37 °C) com 15 uL de cada suspensdo do comprimido contendo a fracdo
(testes), da suspensdo do comprimido placebo (controle 1) ou de tampé&o Tris (controle 2). Em
seguida, foram adicionados 5 puL de N-benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida 8 mM (BApNA) e
tampao Tris (165 uL) em cada ensaio. A atividade de tripsina foi seguida pela medicdo da
absorbancia a 405 nm. Uma unidade de atividade de tripsina foi definida como a quantidade

de enzima que hidrolisa 1 umol de BApNA por minuto.

Ensaio ovicida

Ovos de A. aegypti, estocados por no méximo 3 meses, foram selecionados quanto a
integridade utilizando-se estereomicroscopio. Cada ensaio consistiu em um recipiente
contendo 20 mL de agua, 1 comprimido contendo a fracdo (5%, 10% ou 15%) ou comprimido
placebo (controle) e 50 ovos. A taxa de eclosdo (%) foi determinada ap6s 72 h de incubacdo a
27+0,5 °C, 73+0,4% de umidade relativa e fotoperiodo 12:12. Dois experimentos

independentes foram realizados em triplicata.

Ensaio de oviposicdo

Ensaio de oviposicdo foi realizado de acordo com Navarro et al. (2003), com
modificacdes. Um total de 10 fémeas gravidas de A. aegypti foram colocadas em uma gaiola
(33 x 21 x 30 cm) contendo dois recipientes de plastico: um com 40 mL de agua destilada
(controle) e outro com 40 mL de agua destilada e 1 comprimido contendo a fragdo (5%, 10%
ou 15%), dispostos em cantos opostos da gaiola. Também foram realizados ensaios utilizando
o comprimido placebo no lugar daquele contendo a fracdo. Uma peca de papel de filtro (18 x
18 cm) foi colocada em cada recipiente para servir como suporte para oviposicao. Os insetos
foram mantidos a 27+0,5 °C e umidade relativa 73+0,4 % por 14 h no escuro. ApoOs esse
periodo, os ovos depositados nas folhas de papel foram contados manualmente usando um
estereomicroscopio (Leica M80, Leica Microsystems, Alemanha). Foram realizadas 8

repeticOes pra cada tipo de comprimido.

Analise estatistica
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Os dados foram analisados usando ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey, a
um nivel de significAncia de 5%, utilizando o software GraphPad Prism versdo 4.0 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, California, EUA).

Resultados e discussao

A utilizacdo de inseticidas sintéticos continua sendo a principal estratégia no controle
de populacdes de A. aegypti. Todavia, 0 uso indiscriminado tem levado ao aumento no
namero de populacdes resistentes, o que intensifica a busca por alternativas, principalmente
de origem natural (ROJAS-PINZON et al., 2018). Preparacdes de sementes de M. oleifera
contendo a lectina WSMoL isolada foram descritas como agentes inseticidas contra diferentes
estagios do ciclo de vida do A. aegypti (COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2012, 2014;
SILVA et al.,, 2019; ALVES et al., 2020). No presente trabalho, foi desenvolvida formulagao
contendo preparacdo enriquecida em WSMoL. O desenvolvimento dessa formulacdo levou
em conta a facilidade da metodologia de obtencdo da fracdo enriquecida e alta solubilidade
em agua da lectina WSMoL (SANTOS et al., 2005). Ainda, a escolha pelo formato em
comprimidos foi feita pensando na forma de aplicacéo e de armazenamento.

O extrato de sementes de M. oleifera apresentou concentracdo de proteinas de 7,9
mg/mL e uma AH especifica de 2,02. Apés o tratamento com sulfato de aménio, a fragdo
obtida apresentou concentracdo proteica de 45 mg/mL e AH especifica de 22,75. A deteccdo
de capacidade aglutinante em ambas as preparacfes confirma a presenca da lectina WSMoL
ativa, em consonéncia com resultados descritos anteriormente (COELHO et al., 2009; SILVA
et al., 2019). O aumento da AH especifica confirma que a fracdo obtida é uma preparacdo
enriquecida em WSMoL. O processo de obtencdo da fracdo apresenta maior viabilidade para
uso em formulacgdes do que a lectina purificada (SILVA et al., 2019).

A anélise termogravimétrica (TG) foi utilizada para estudar a estabilidade térmica da
fracdo proteica. A cura TG na Figura 1 mostra que a degradacdo da fragdo ocorreu em trés
etapas subsequentes. O primeiro evento (1) ocorreu de forma répida entre 36,88 e 76,18 °C,
com um pico de temperatura média de 53,53 °C e perda de massa de 6,157%. Essa primeira
perda de massa é provavelmente devido a evaporacéo de agua e demais compostos volateis. Ja
no segundo evento (2), entre as temperaturas de 228,98 e 328,33 °C, ocorreu uma perda de
massa mais relevante, com um pico de temperatura média de 274,99 °C e perda de massa de

45,98%. Por fim, o evento 3 corresponde a degradacdo completa da fragcdo. Os resultados
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revelaram uma boa estabilidade dos componentes da fracdo frente ao aguecimento, o que €
interessante para a formulagdo de comprimidos.

Quando observados os dados da curva de calorimetria diferencial exploratéria (DSC)
na Figura 1, pode-se notar um primeiro pico (A) endotérmico e um segundo pico (B)
exotérmico; o primeiro pico coincide com o evento 1 visualizado na curva TG, onde o
material absorve energia para evaporar a &gua; o segundo pico coincide com a faixa de
temperatura do evento 2 da curva TG, sendo um evento de degradacdo que corresponde a
volatilizacdo de fragmentos de proteina devido a decomposicao pelas altas temperaturas. Os
resultados de TG e DSC indicam a viabilidade da incorporagéo da fragdo em uma formulacéo
solida.

A analise por DSC das misturas binarias (MB) entre a fracdo e 0s componentes da
formulacdo foi realizada visando avaliar a compatibilidade ativo/excipiente. Em todas as
andlises (Figura 2), foi observado que os eventos A e B relacionados a fracdo permaneceram
como determinados para a fragdo sozinha, ndo sendo observada antecipacdo dos eventos
térmicos. Os eventos térmicos dos excipientes foram observados apds os eventos da fracéo.
Os resultados demonstram a compatibilidade com todos os componentes da formulacdo, uma
vez que as caracteristicas da fracdo permaneceram inalteradas.

A espectroscopia FTIR foi utilizada para caracterizar a presenca de fungdes organicas
relacionadas com a composicdo proteica da fracdo, assim como auxiliar na investigacdo de
possiveis alteracdes estruturais quando misturada com os componentes da formulacdo. Os
picos caracteristicos da fracdo estdo apresentados na Figura 3. Foram observadas bandas mais
largas em 3290 e 3420 cm™ (N-H amida 1), 2929 e 2913cm™ (C-H), 1645 cm™ (C=0 amida I)
e 1612 cm™ (N-H amida I1) e uma banda mais fina em 1511 cm™ (C-H amida I). As bandas
amida | e amida Il sdo importantes bandas de absorcdo caracteristicas de proteinas (SUN et
al., 2019). Foram observadas bandas adicionais em torno 1745 e 1160 cm™ (Figura 3), sendo
atribuidas ao grupo funcional éster de residuos de pectina, assim como em concentrado
proteico de grdo-de-bico (RICCI et al., 2018). Bandas tipicas de polissacarideos foram
observadas na regido entre 1250 e 1000 cm™ (Figura 3), as quais sdo devidas ao alongamento
de C-C e C-0O nos anéis de acucar (KIZIL et al., 2002; AMIR et al., 2011).

Na Figura 4, é possivel observar os espectros FTIR da fragdo e das misturas binarias
entre ela e os excipientes. Os picos caracteristicos da funcdo amida foram observadas em
todos os casos, indicando a presenca das proteinas. A visualizacdo desses picos confirma que

a composicdo proteica da fragdo mantém suas caracteristicas principais em contato com as
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componentes da formulagdo. Foi observada uma maior interagdo entre a fragéo e o excipiente
lubrificante (estearato de magnésio), devido a sobreposi¢do de alguns picos (Figura 4D);
porém, 0s picos caracteristicos da fracdo continuaram presentes, demonstrando que a
composicao ndo foi inalterada.

Apo6s a confirmacdo da compatibilidade entre a fracdo e 0s excipientes a serem
utilizados, foram preparados os comprimidos. Os comprimidos obtidos apresentaram
desintegracdo num tempo média de 3,06£0,25 min sob agitacdo, enquanto a desintegracédo
completa sem agitacdo ocorreu em 8,0+£0,4 min. Nenhuma das formulacdes se dissolveu em
contato com a &gua. Foi detectada AH de 2, 4 e 8 na suspensdo ap6s a desintegracdo dos
comprimidos contendo 5%, 10% e 15% de fracdo, respectivamente. AH n&o foi detectada em
suspensdo apos desintegracdo do comprimido placebo. Esses resultados demonstram que
houve liberacdo de lectinas no meio.

A Tabela 1 mostra os dados do ensaio larvicida nos dois periodos investigados (24 e
48 h). O comprimido a 5% né&o apresentou efeito larvicida, enquanto os comprimidos a 10% a
15% causaram mortalidade de 42,5% e 95%, respectivamente, apds 48 h. Mortalidade larval
ndo foi detectada nos ensaios controle e com o comprimido placebo.

Dosagem de proteinas nas suspensdes dos comprimidos de 5%, 10% e 15% da fracao
apos desintegrados em &gua destilada indicaram concentracGes de 0,5, 1,0 e 1,5 mg/mL,
respectivamente. Silva et al. (2019) relataram que a fracdo, na concentracdo de 0,2 mg/mL de
proteinas, causou reducdo de 50% na sobrevivéncia das larvas em 48 h, enquanto todas as
larvas ja se encontravam mortas ap6s 24 h de exposicdo a concentracdo de 0,6 mg/mL de
proteinas. Sendo assim, observa-se que, quando incorporada nos comprimidos, a fracdo
perdeu um pouco da sua eficiéncia, 0 que pode ser devido a interacdo de proteinas com 0s
excipientes ou pelo fato de componentes ativos da fracdo ndo terem sido liberados por
completo apos a desintegracdo. A fracdo enriquecida em WSMoL é capaz de promover
desorganizacdo e vacuolizacdo epitelial no intestino das larvas de A. aegypti e adultos
originados dessas larvas apresentaram epitélio menos desenvolvido em comparacdo ao dos
adultos que se desenvolveram de larvas do grupo controle (SILVA et al., 2019).

Durante o ensaio larvicida, foram observadas alteracbes na motilidade das larvas
incubadas com os comprimidos. Sendo assim, avaliamos a atividade de AChE nos extratos de
larvas dos tratamentos controle, placebo e teste. Os resultados mostraram uma diminuicdo da
atividade enzimatica nas larvas expostas aos comprimidos a 10% e 15% (Figura 5A). A

inibicdo de AChE ¢é o mecanismo de agdo dos inseticidas organofosforados e carbamatos e

80



leva 0 inseto & morte devido a paralisia como conseqiiéncia da contracdo muscular
interrompida (AIUB et al., 2002). A inibicdo de AChE resulta no acimulo de acetilcolina nas
juncbes nervosas (ou sinapses), o que impede a interrupcdo da propagacdo do impulso
elétrico. Consequentemente, o sistema nervoso central continuara sendo estimulado,
desencadeando o processo de paralisia (BRAGA e VALLE, 2007).

Quando alcangcam o intestino médio de insetos, as lectinas podem exercer efeitos
inibitdérios ou estimuladores nas enzimas digestivas, levando a desregulacdo do processo de
digestdo e absorcdo de nutrientes (NAPOLEAO et al., 2019). Sendo assim, foi investigada a
atividade de amilase e tripsina em extratos de intestinos de larvas de A. aegypti quando
incubados com suspensdes derivadas dos comprimidos placebo e contendo a fracdo. Na
avaliacdo da atividade da a-amilase (Figura 6A), pode-se observar que houve uma diminuicéo
na atividade enzimética quando o extrato de intestino foi incubado com as suspensdes
derivadas do comprimido contendo a fracdo. Efeito inibitorio também foi observado sobre a
atividade de tripsina do intestino das larvas (Figura 6B). A inibicdo de glicosidases e
proteases, como amilase e tripsina, respectivamente, é capaz de induzir a morte de insetos por
prejudicar a digestdo de carboidratos e proteinas, reduzindo a biodisponibilidade e absor¢éo
dos nutrientes, comprometendo o crescimento e induzindo mortalidade (CAMAROTI et al.,
2017).

A Tabela 1 mostra os resultados do ensaio ovicida. Ap6s 72 h de incubac¢do, houve
uma diminuicdo na eclosdo dos ovos nos testes com os comprimidos contendo a fracdo a 5%,
10% e 15%, quando comparados ao controle e ao comprimido placebo. Maior atividade
ovicida foi detectada para o comprimido a 15%. Os resultados demonstram que a agéo ovicida
de WSMolL, previamente conhecida, foi preservada nos comprimidos.

Os resultados do ensaio de oviposicdo revelaram que as fémeas de A. aegypti nao
tiveram preferéncia em depositar seus ovos no controle ou nas solugdes contendo o0s
comprimidos placebo ou com a fracdo a 5% e 10% (Figuras 7A, 7B e 7C). No entanto, o
comprimido contendo a fracdo a 15% teve um efeito repelente sobre a oviposicdo pelas
fémeas gravidas (Figura 7D). Apesar da lectina WSMoL, quando isolada, ter um efeito
estimulante sobre a oviposi¢do de A. aegypti, j& havia sido descrito que a fracdo proteica
(preparada como utilizada nesse trabalho) ndo tem efeito na oviposicdo quando testada a uma
concentracédo de 0,1 mg/mL de proteinas (SANTOS et al., 2012). Esse dado corrobora com 0s
resultados encontrados para os comprimidos de 5% e 10% e, provavelmente, se deve ao fato

da concentracdo de WSMoL estar abaixo da necessaria para desencadear a resposta
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estimuladora. No entanto, os dados obtidos agora revelaram uma agéo repelente da fragéo,
que pode ser detectada a partir de uma dosagem de 15% nos comprimidos utilizados.

Concluséao

A formulacdo de comprimidos contendo a fragdo enriquecida em WSMoL se mostrou
eficiente e analises por termogavimetria, calorimetria e FTIR confirmaram a compatibilidade
entre a fracdo e os excipientes utilizados. Os comprimidos foram capazes de induzir a
mortalidade de larvas e de reduzir a eclosdo de ovos de A. aegypti, além de apresentarem
efeito repelente sobre a oviposigdo. Os resultados indicam um novo produto que pode ser

utilizado no controle de populagdes deste vetor de diversas arboviroses de importancia global.
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Tabela 1. Atividades larvicida e ovicida de comprimidos contendo fracdo enriquecida na

lectina WSMoL de sementes de Moringa oleifera contra Aedes aegypti.

Amostra Mortalidade (%) Ecloséo de ovos (%)
Larvas
24 h 48 h
Controle 0,0a 0,0a 90,0+ 4,08 a
Comprimido placebo 0,0a 0,0a 88,0+1,63a
Comprimidos com a fracéo
5% (p/p) 0,0a 0,0a 64,0+ 3,26 b
10% (p/p) 300+£7,07b  425+353b 72,0+2,79b
15% (p/p) 65,0+£0,0c 950+4,08c 36,0+1,63cC

Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos.

85



5,5 1,5

| —TG i
504 1 —a—DSC
| 1,0
45
05 =—
— 4,0 < ?E’
E S
M 354 0,0 E
= | (]
3,0 -
| -0,5
2,5 ]
J 1.0
204 A
1.5 . T ¥ T . T ¥ T ¥ T ' -1.5
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Figura 1. Avaliacdo por termogravimetria (TG) e calorimetria diferencial exploratéria (DSC)
de alteragcbes provocadas pelo aquecimento na composi¢do da fracdo enriquecida na lectina
WSMoL de sementes de Moringa oleifera. Na curva TG é possivel distinguir trés eventos que
evidenciam desidratacdo (1), decomposicdo relacionada com volatilizacdo de fragmentos de
proteinas (2) e decomposicdo completa (3). Na curva DSC sdo evidenciados um pico
endotérmico (A) e um pico exotérmico (B), que estdo relacionados com o0s eventos 1 e 2 da

curva TG.
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Figura 2. Avaliacdo por calorimetria diferencial exploratéria (DSC) da compatibilidade entre

a fracdo enriquecida na lectina WSMoL de sementes de Moringa oleifera e os excipientes

utilizados na producdo dos comprimidos. Estdo apresentadas as curvas da fracdo e das

seguintes misturas binarias (MB): MBL1 - fracdo + celulose microcristalina; MB2: - fracdo +

croscarmelose de sodio; MB3 - fracdo + estearato de magnésio; MB4 - fracdo + didxido de

titdnio. Os picos A e B caracteristicos da fracdo podem ser observados em todas as curvas,

sem nenhuma antecipacdo, demonstrando a compatibilidade entre os componentes da

formulacéo e a fracao.
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presentes na fracdo.
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Figura 4. Analise por espectrometria de absorcdo no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) das misturas binarias entre a fracdo enriquecida na lectina WSMoL de
sementes de Moringa oleifera e os excipientes utilizados na obtencdo de comprimidos. As
curvas em preto correspondem ao espectro da fragdo sozinha, enquanto as curvas em
vermelho do excipiente sozinho. J& em azul estdo apresentadas as curvas das misturas (A)
fracdo + croscarmelose de sddio, (B) fracdo + celulose microcristalina, (C) fracdo + didxido
de titdnio, e (D) fracdo + estearato de magnésio. Estdo indicadas na figura as bandas
relacionadas com componentes proteicos presentes na fracao.
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4, CONCLUSOES

e A exposicdo de larvas de A. aegypti a extrato aquoso e fracdo contendo WSMoL
resultou no desenvolvimento de fémeas com epitélio intestinal subdesenvolvido,
ingurgitamento reduzido apds repasto sanguineo e consequente comprometimento de
sua fertilidade e fecundidade.

e WSMoL é capaz de se ligar a proteina(s) de membrana presentes nas patas de fémeas,
0 que pode estar relacionado com a atividade estimulante de oviposicéo

e Preparacdo enriquecida de WSMoL apresentou atividades larvicida, ovicida e

repelente de oviposigédo sobre A. aegypti quando incorporada em comprimidos.
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