U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

HENRY LEONEL BUESO CASTRO

EXTRATOS VEGETAIS RICOS EM PROTEASES NO
CONTROLE IN VITRO DE Panagrellus sp. E Tenebrio molitor.

LAVRAS-MG
2022



HENRY LEONEL BUESO CASTRO

EXTRATOS VEGETAIS RICOS EM PROTEASES NO CONTROLE IN VITRO DE

Panagrellus sp. E Tenebrio molitor.

Dissertacdo apresentada & Universidade
Federal de Lavras, como parte das exigéncias
do Programa de Po6s-Graduacdo em
Biotecnologia Vegetal, para a obtencdo do
titulo de Mestre.

Prof. Dr. Filippe Elias de Freitas Soares
Orientador

LAVRAS-MG
2022



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geracéo de Ficha Catalografica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Castro, Henry Leonel Bueso.

Extratos vegetais ricos em proteases no controle in vitro de Pa-
nagrellus sp. e Tenebrio molitor. / Henry Leonel Bueso Castro. -
2022.

83 p.

Orientador(a): Filippe Elias de Freitas Soares.

Dissertacdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2022.

Bibliografia.

1. Proteases. 2. Insetos-praga. 3. Nematoides. I. Soares, Filippe
Elias de Freitas. Il. Titulo.




HENRY LEONEL BUESO CASTRO

EXTRATOS VEGETAIS RICOS EM PROTEASES NO CONTROLE IN VITRO DE
Panagrellus sp. E Tenebrio molitor.

PLANT EXTRACTS RICH IN PROTEASES IN THE IN VITRO CONTROL OF
Panagrellus sp. AND Tenebrio molitor.

Dissertacdo apresentada & Universidade
Federal de Lavras, como parte das exigéncias
do Programa de Po6s-Graduacdo em
Biotecnologia Vegetal, para a obtencdo do
titulo de Mestre.

APROVADA em 07 de julho de 2022
Prof. Dr? Luciana de Paula Naves, UFLA

Prof. Dr. Marcos Daniel Filgueiras Gomes, Faculdade Integra

Prof. Dr. Filippe Elias de Freitas Soares
Orientador

LAVRAS-MG
2022



A minha m&e Zoila Amparo Castro pelo apoio e carinho em todas as etapas e
por ser meu maior exemplo de vida.
Dedico



AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001.

A Universidade Federal de Lavras pela oportunidade e contribuicdo para o meu
crescimento profissional.

Ao Programa de Pos-Graduacdo em Biotecnologia Vegetal pela oportunidade e
contribuicdo para minha formacao académica.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior — Brasil (CAPES),
pela concessdo da bolsa se de mestrado.

A minha familia pelo apoio e confianga, em especial a meus irmaos e & minha mée Zoila

Amparo Castro Vega.

Ao meu orientador Dr. Filippe Elias de Freitas Soares pela orientacdo, confianca e por
tornar possivel o desenvolvimento deste trabalho.

A equipe de pesquisa do laboratorio de Bioquimica, em especial a Jhennifer Cristina de
Souza Alves pelo auxilio nos experimentos.

A professora Rosangela Cristina Marucci e & doutoranda Joanina Gladenucci do
Departamento de Entomologia, pelo apoio e contribuicdo com os insetos de Tenebrio molitor.

A Professora Leila Aparecida Salles Pio, do Departamento de Agricultura pelo apoio e
contribui¢do com os frutos de Carica papaya.
MUITO OBRIGADO!



RESUMO GERAL

Obijetivou-se com este trabalho avaliar a atividade de proteases vegetais sobre pragas agricolas.
Como fontes de proteases, foram utilizados latex de frutos de mamao verde (Carica papaya) e
extratos de casca e coroa de frutos de abacaxi (Ananas comosus). Uma curva padréo de tirosina
foi usada para medir a atividade enzimatica e o método de Bradford para medir o teor de
proteina. Papaina comercial e extratos fervidos por 2 horas foram utilizados como fonte de
proteases desnaturadas para comparar o efeito com os extratos ativos. Para avaliar a atividade
proteolitica sobre nematoides, foram colocados em microtubos 20 pL de cada extrato diluido
em agua destilada a 5 mg/mL e 15 mg/mL, mais 10 pL contendo aproximadamente 50
Panagrellus sp., com 6 réplicas. A porcentagem de reducéo foi calculada apos 24 e 48 horas de
incubacéo a 28°C. Para avaliar a toxicidade das proteases em insetos, larvas e pupas de Tenebrio
molitor L. foram imersas por 5 segundos em extratos ativos e desnaturados diluidos a 15% (p/v)
em &gua destilada. O numero de larvas mortas foi registrado a cada 24 horas durante 10 dias.
Além da mortalidade, foi registrada uma mudanca na metamorfose das pupas sobreviventes.
Foi preparada uma dieta artificial com farinha de trigo contendo os extratos nas doses de 0, 100,
250 e 500 mg/g de farinha. Para cada extrato, 15 larvas foram colocadas em uma placa de Petri
contendo 2,5 mL de dieta e posteriormente foi seca em temperatura ambiente (18 °C + 2 °C)
durante a noite. O peso e o nimero de larvas mortas foram registrados a cada 24 horas e 0
comportamento alimentar foi avaliado sete dias ap6s o tratamento. Os resultados indicam que
0s extratos avaliados causaram reduc¢do do nimero de Panagrellus sp. As proteases do latex de
mamao e da papaina causaram reducdo (p<0,05) do nimero de Panagrellus sp. com valores de
62,41% e 92,67%, e 52,33% e 89,71% para extrato desnaturado e ativo, respectivamente. Os
extratos avaliados em insetos apresentaram efeito toxico (p<0,05) sobre as larvas de T. molitor,
principalmente as proteases presentes na casca e coroa de abacaxi, ja que ndo foi observada
mortalidade para 0s extratos ativos, enquanto o latex ativo e desnaturado causaram,
respectivamente, mortalidade de 98,89% e 43,33%. Foi observado efeito (p<0,05) causado
pelos extratos sobre a mortalidade de pupas de T. molitor, mas ndo foi suficiente para
diferenciar os extratos avaliados. O efeito (p<0,05) na metamorfose de pupas de T. molitor
causado apenas pela papaina é atribuido as proteases, uma vez que a papaina ativa resultou em
auséncia de asas em 53,3% dos adultos oriundos das pupas, ndo sendo observada malformacéo
causada pela papaina desnaturada. Observou-se forte reducdo alimentar de 77,66%, reducéo na
taxa relativa de consumo de 0,08 mg/mg/dia, reducdo no crescimento de -0,05 mg/mg/dia e
reducdo na eficiéncia de conversdo alimentar de - 61,78% causados pelo latex de mamao, com
500 mg/g de farinha de trigo. Os resultados deste estudo demostram que as proteases vegetais,
apresentam potencial para o controle de pragas agricolas.

Palavras-chave: Latex vegetal. Proteases. Papaina. Carica papaya. Ananas COmMOSUS.
Panagrellus sp. Tenebrio molitor. Insetos-praga. Nematoides.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the activity of plant proteases on agricultural pests.
As sources of proteases, latex from green papaya fruits (Carica papaya) and extracts from the
peel and crown of pineapple fruits (Ananas comosus) were used. A standard tyrosine curve was
used to measure enzyme activity and the Bradford method to measure protein content.
Commercial papain and extracts boiled for 2 hours were used as a source of denatured proteases
to compare the effect with the active extracts. To evaluate the proteolytic activity on nematodes,
20 pL of each extract diluted in distilled water at 5 mg/mL and 15 mg/mL, plus 10 uL containing
approximately 50 Panagrellus sp., with 6 replicates, were placed in microtubes. The percentage
of reduction was calculated after 24 and 48 hours of incubation at 28°C. To evaluate the toxicity
of proteases in insects, larvae and pupae of Tenebrio molitor L. were immersed for 5 seconds
in active and denatured extracts diluted to 15% (w/v) in distilled water. The number of dead
larvae was recorded every 24 hours for 10 days. In addition to mortality, a change in the
metamorphosis of surviving pupae was recorded. An artificial diet with wheat flour was
prepared containing extracts at doses of 0, 100, 250 and 500 mg/g of flour. For each extract, 15
larvae were placed in a Petri dish containing 2.5 mL of diet and subsequently dried at room
temperature (18 °C + 2 °C) overnight. The weight and number of dead larvae were recorded
every 24 hours and feeding behavior was evaluated seven days after treatment. The results
indicate that the evaluated extracts caused a reduction in the number of Panagrellus sp. The
papaya latex and papain proteases caused a reduction (p<0.05) in the number of Panagrellus
sp. with values of 62.41% and 92.67%, and 52.33% and 89.71% for denatured and active
extracts, respectively. The extracts evaluated in insects showed a toxic effect (p<0.05) on the
larvae of T. molitor, mainly the proteases present in the pineapple peel and crown, since no
mortality was observed for the active extracts, while the active latex and denatured caused,
respectively, mortality of 98.89% and 43.33%. An effect (p<0.05) caused by the extracts on the
mortality of T. molitor pupae was observed, but it was not sufficient to differentiate the extracts
evaluated. The effect (p<0.05) on T. molitor pupae metamorphosis caused only by papain is
attributed to proteases, since active papain resulted in the absence of wings in 53.3% of adults
from pupae, not being malformation caused by denatured papain was observed. There was a
strong feed reduction of 77.66%, a reduction in the relative rate of consumption of 0.08
mg/mg/day, a reduction in growth of -0.05 mg/mg/day and a reduction in the feed conversion
efficiency of - 61.78% caused by papaya latex, with 500 mg/g of wheat flour. The results of
this study demonstrate that plant proteases have potential for controlling agricultural pests.

Keywords: Plant latex. Cysteine proteases. Papain. Carica papaya. Ananas COmosus.
Panagrellus sp. Tenebrio molitor. Insect pests. Phytopathogens. Animal parasites.
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1 INTRODUCAO GERAL

Reduzir as perdas agricolas € uma maneira eficaz de aumentar de forma sustentavel a
eficiéncia da producdo agricola para atender as necessidades de alimentos atuais e futuras.
Estima-se que entre 20% e 40% de todas as perdas de produtividade das culturas sdo causadas
por pragas e fitopatdgenos (FINEGOLD et al., 2019; KASHYAP; KUMAR, 2021).
Anualmente, os nematoides parasitas de plantas causam cerca de US$ 157 bilhdes de perdas a
economia mundial (SIKANDAR et al., 2020), insetos-praga cerca de US$ 70 bilhdes, e as
doencas das plantas custam US$ 220 bilhGes aproximadamente (MARINCHENKO, 2021). No
Brasil, a economia agricola perde anualmente cerca de US$ 17,7 bilhdes por surtos de insetos
e outros artrépodes pragas nas lavouras (OLIVEIRA et al., 2014; SMITH et al., 2021).

Existem varias estratégias de controle de pragas, sendo o controle quimico uma das mais
utilizadas (KUMAR; SINGH, 2014), e que, embora seja eficaz para o controle de diversos tipos
de pragas, com seu uso indiscriminado causando impactos negativos ao meio ambiente
(YADAV et al., 2015), aos organismos benéficos como abelhas (HENRY et al., 2012) e
minhocas (PELOSI et al., 2014), e a satde humana (SABARWAL; KUMAR; SINGH, 2018).
Nesse sentido, é preciso diminuir o uso de agroquimicos sintéticos e adotar estratégias
alternativas que apresentem menor risco ao meio ambiente e a saide humana (LIU; PAN; L1,
2015). Os biopesticidas sdo uma alternativa aos pesticidas sintéticos por serem menos toxicos
para 0 homem e, organismos benéficos, sem liberacdo de residuos prejudiciais para 0 meio
ambiente (MFARREJ et al., 2019; SUTEU et al., 2020; OGUNNUPEBI et al., 2020).

A fim de neutralizar o ataque de organismos herbivoros, as plantas respondem por meio
de vérios mecanismos de defesa. Esses mecanismos podem ser morfoldgicos, bioquimicos e
moleculares (WAR et al., 2012). Os mecanismos bioquimicos sao diversos, dinamicos e podem
ser mediados por defesas diretas e indiretas (WAR et al., 2012). Essas substancias bioquimicas
sdo capazes de causar repeléncia, inibicdo alimentar e reprodutiva e até causar a morte de
insetos (DE JESUS et al.,2013), nematoides (TANIWIRYONO et al., 2009; GARDIANO,
2011), fungos (AL-RAHMAH et al., 2013), bactérias (GAMES et al., 2013) e virus (BHYAN
etal., 2007).

O latex vegetal € uma emulsédo viscosa produzida por células especificas (laticiferos),
exsudada como mecanismo de defesa contra pragas e patdgenos, e contendo metabolitos
secundarios e proteinas (AGRAWAL; KONNO, 2009; RAMOS et al., 2019). Devido as suas
propriedades, o latex vegetal tem sido estudado para o controle de nematoides (GOMES et al.,
2018), insetos-pragas (CHANDRASEKARAN et al., 2018) e parasitas animais (PEACHEY et
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al., 2016; MANSUR et al., 2021). As proteases (EC 3.4) sdo uma classe de enzimas conhecidas
por catalisarem a hidrdlise de ligacGes peptidicas das proteinas por meio da polarizagdo do
grupo carboxila da ligacédo peptidica do substrato. Dependendo dos residuos presentes no sitio
ativo, elas sdo classificadas em quatro grupos: proteases de cisteina, proteases de serina,
metaloproteases e proteases asparticas (WARD, 2011; SEBASTIAN et al., 2018).

Estruturalmente, as cisteino proteases (EC.3.4.22), de tipo papaina, estdo caracterizadas
por um dominio tipico de dobra (um dominio de a-hélice e B-folha, e a triade catalitica Cys-
His-Asn é formada na interface de dois dominios) (RAWLINGS et al., 2016; FERNANDEZ-
LUCAS et al., 2017). As cisteino proteases (CPs) vegetais estdo relacionadas a processos
fisiologicos como o desenvolvimento e maturagdo dos frutos, na germinagdo, maturacéo,
morfogénese, biogénese celular e senescéncia (DOMSALLA & MELZIG, 2008: LIU et al.,
2018). Além disso, as CPs desempenham um papel critico sob o ataque herbivoro ativando os
mecanismos de resisténcia nas plantas (MISAS-VILLAMIL et al., 2016). Por exemplo, a
papaina, uma das CPs do latex, pode estar envolvida nos mecanismos de prote¢do induzidos
por insetos herbivoros em Carica papaya (KONNO et al., 2004).

Nos Ultimos anos, as proteases surgiram como biocatalisadores padrées em muitos
processos industriais em diferentes campos, como farmacéutica, medicina, fabricacdo de
detergentes e ciéncia de alimentos (SEBASTIAN et al., 2018). Entre eles, a papaina, presente
no latex de mamdo (C. papaya) e a bromelina do abacaxi (Ananas comosus) sdo, sem davida,
as proteases vegetais mais estudadas e amplamente utilizadas na industria alimenticia e
farmacéutica em todo o mundo (FERNANDEZ-LUCAS et al., 2017; CHAKRABORTY et al
2021). Embora as proteases vegetais sejam mais conhecidas na industria, alguns autores
estudaram a eficacia da bromelina do abacaxi (Ananas comosus), no controle de carrapatos
(DOMINGUES et al., 2013; JUASOOK et al., 2018) e nematoides (DOMINGUES et al., 2013).
Da mesma forma, a papaina, tem sido estudada no controle de pragas (KOVENDAN et al.,
2012; PEACHEY etal., 2016; AIHETASHAM et al., 2017).

Tenebrio molitor Linnaeus, 1758, é um besouro (comprimento do corpo adulto entre 12
e 20 mm) conhecido como larva da farinha e comumente encontrado infestando produtos
agricolas armazenados (HAGSTRUM, 2017). E uma praga cosmopolita de produtos
armazenados que ocorre em uma variedade de instalagbes e produtos, principalmente gréos e
produtos amilaceos relacionados, como farelo e massas (HAGSTRUM, 2017). Apesar de ser
considerada uma praga, tem sido utilizada como inseto modelo devido ao seu tamanho e
facilidade de reproducédo (LIU et al., 2021; SILVA et al., 2021).
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A maioria dos nematoides sdo adaptados a estilos de vida "livres" (ou seja, ndo parasitas
e ndo associados a plantas ou animais) (MALAKHOQV et al., 1986). O nematoide de vida livre
Panagrellus redivivus tem sido usado como sistema modelo desde a época de Linnaeus e € um
modelo comparativo de vida livre estabelecido para Caenorhabditis elegans (SRINIVASAN et
al., 2013). P. redivivus € uma espécie gonocoristica (macho-fémea) que requer ambos 0S sex0s
para reproducdo e é ovovivipara, eclodindo no Utero e larvas jovens que sdo posteriormente
liberadas pela vulva (SRINIVASAN et al., 2013). Devido as suas caracteristicas, as larvas de
Panagrellus tém sido utilizadas tanto como fonte de alimento (COUTO et al., 2018), quanto
para estudos que buscam alternativas sustentaveis para o controle de nematoides fitoparasitarios
(HERBERT-DOCTOR et al., 2016; SUFIATE et al., 2017; DE FREITAS SOARES et al.,
2019).

Neste contexto, objetivou-se com este trabalho avaliar a atividade de extratos vegetais
ricos em proteases no controle in vitro de Panagrellus sp. e Tenebrio molitor. A presente
dissertacdo esta estruturada em trés artigos. No primeiro é abordado o efeito proteolitico das
proteases da casca e coroa de abacaxi, latex de mamdo e papaina no controle do nematoide
Panagrellus sp, utilizado como modelo devido ao seu facil cultivo, ciclo de vida curto e alta
motilidade em &gua. No segundo, é abordado o efeito toxico das proteases da casca e coroa de
abacaxi, latex de maméo e papaina sobre Tenebrio molitor, um besouro conhecido como larva
da farinha, também utilizado como organismo modelo. E no terceiro, é apresentado um artigo
de revisdo sobre as cisteino proteases de origem vegetal (frutas/latex) como alternativas

sustentaveis contra pragas agricolas e parasitas de animais
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade de extratos vegetais ricos em proteases no controle in vitro de Panagrellus

sp. e Tenebrio molitor.

2.2 Objetivos especificos

= Determinar a porcentagem de reducdo do nimero nematoides causada por proteases do latex
de Carica papaya, casca e coroa de Ananas comosus e da papaina, em juvenis do

Panagrellus sp.;

= Determinar a taxa de mortalidade causada por proteases do latex de C. papaya, casca e

coroa de A. comosus e da papaina, em larvas e pupas de Tenebrio molitor;

= Registrar os efeitos na metamorfose, durante a mudanca do estado pupal para adultos de T.
molitor, em decorréncia da toxicidade causada por proteases do latex de C. papaya, casca e

coroa de A. comosus € da papaina;

= Calcular o indice de dissuaséo alimentar e o indice nutricional em larvas de T. molitor ap6s
a ingestdo de uma dieta artificial de farinha de trigo misturada com extrato de casca e coroa

de A. comosus, latex de C. papaya, e papaina;

= [Fazer uma revisdo sobre as cisteino proteases de origem vegetal (frutas/latex) como

alternativas sustentaveis contra pragas agricolas e parasitas de animais.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O aumento das perdas causadas por pragas, somado ao aumento da demanda por
alimentos, estimulou a criacdo e adocdo de agrotoxicos e antiparasitarios quimicos sintéticos,
que apesar de praticos e eficazes, o uso indiscriminado gera polui¢cdo ambiental, resultando em
danos a saude humana. Como parte dos mecanismos de defesa, as plantas desenvolveram
compostos bioquimicos que repelem o ataque de pragas e patdgenos. Essas substancias séo alvo
de pesquisas por representarem uma alternativa sustentavel para 0 manejo de pragas agricolas
e parasitas de animais. Neste estudo, investigou-se o efeito de proteases presentes no fruto do
abacaxi, latex de maméo e papaina, no controle do nematoide Panagrellus sp., e do besouro
Tenebrio molitor. Além disso, foram realizadas pesquisas recentes sobre 0 uso de proteases de
cisteina para o controle de pragas agricolas e parasitas de animais.

De acordo com os resultados deste estudo, pode-se concluir que tanto o latex de abacaxi
quanto o de mamé&o possuem atividade nematicida contra Panagrellus sp. Tanto o latex de
mamd&o quanto a papaina mostraram ter atividade proteolitica contra Panagrellus sp. Além
disso, observou-se que o0 extrato de abacaxi, quando submetido a altas temperaturas, gera
compostos ainda toxicos aos nematoides. Os extratos avaliados também mostraram atividade
inseticida contra Tenebrio molitor, afetando o comportamento alimentar das larvas,
metamorfoses pupa-adulto e sobrevivéncia de pupas e larvas.

De acordo com os estudos revisados na literatura, as cisteino proteases vegetais tém
potencial para ser uma alternativa promissora para o controle sustentavel de pragas agricolas e
parasitas de animais, uma vez que sdo alvo de pesquisas relacionadas ao controle de diversos
tipos de pragas agricolas e parasitas animais. Entre as alternativas promissoras as proteases de
cisteina para o controle de pragas esta o desenvolvimento de biopesticidas e antiparasitarios
como métodos sustentaveis. Por outro lado, ha também o potencial do desenvolvimento de

plantas resistentes a pragas e patogenos.
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RESUMO

Os nematoides fitoparasitas causam grandes prejuizos a agricultura. As proteases vegetais
fazem parte dos compostos produzidos como mecanismo de defesa contra pragas e patdégenos.
Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito proteolitico do latex de mamao (Carica
papaya) e do abacaxi (Ananas comosus) sobre o nematoide Panagrellus sp. A casca e a coroa
de frutos maduros de abacaxi foram trituradas, filtradas, centrifugadas, liofilizadas e
armazenadas a -20°C até serem utilizadas nos experimentos. O latex foi coletado de frutos
verdes de mamao e posteriormente, congelado, liofilizado e armazenado a -20°C até ser
utilizado nos experimentos. Extratos fervidos foram utilizados como fonte de proteases
desnaturadas. Papaina comercial ativa e fervida foi utilizada para avaliar o efeito comparativo
entre enzima purificada e as proteases presentes nos extratos. Para avaliar a atividade
proteolitica sobre nematoides, foram adicionados em microtubos 20 pL de cada extrato diluido
em agua destilada a 5 mg/mL e 15 mg/mL, aproximadamente 50 Panagrellus sp., com 6
replicatas. A porcentagem de reducdo do nimero de nematoides foi calculada ap6s 24 e 48
horas de incubacdo a 28°C. Ensaios de atividade enziméatica demostraram que o latex de mamao
contém uma grande quantidade de proteases (8,19 U/mg a 50 °C), em comparac¢ao com extratos
de casca (0,69 U/mg a 50 °C) e coroa (0,78 U/mg a 50 °C) de abacaxi. A papaina e as proteases
do latex de maméao causaram reducéo (p<0,05) do nimero de nematoides de 52,33% e 89,71%,
62,41% e 92,67%, para extrato fervido e ativo, respectivamente. O efeito proteolitico sobre as
larvas de Panagrellus sp. causado pelas proteases do latex de maméao é consistente com 0s
ensaios de atividade enzimatica, em comparagdo com as proteases dos extratos de abacaxi. O
extrato ativo da casca de abacaxi causou, respectivamente, para as concentragdes de 5 mg/mL
e 15 mg/mL, redugdes do nimero de nematoides de 40,94% e 57,14%, e o0 extrato ativo da
coroa de abacaxi, 30,02% e 52, 78%. Reducdes similares do nimero de nematoides foram
observados apds 24 e 48 horas de incubacdo, com redugGes respectivas de 32,09% e 51,98%
para casca de abacaxi e 23,28% e 48,52% para a coroa de abacaxi. Os resultados demostram
gue as proteases avaliadas tém efeito proteolitico sobre Panagrellus sp., sendo promissoras para
o0 desenvolvimento de alternativas para o controle sustentavel de nematoides.

Palavras-chave: Extrato de abacaxi, latex de mamao, proteases, papaina, Panagrellus sp.
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1 INTRODUCAO

Os nematoides parasitas de plantas sdo invertebrados microscopicos que vivem em
muitos habitats. Estima-se que cada 100 g de solo contenha entre 2.000 e 4.000 nematoides,
sendo 5 vezes mais encontrado préximo a raiz das plantas. Alguns desses nematoides sao
fitopatogénicos e estima-se que causem perdas econdmicas anuais de aproximadamente US$
173 bilhées em todo o mundo (GAMALERO; GLICK, 2020). Além disso, os danos as culturas
causados por nematoides provavelmente aumentardo no futuro devido as mudancgas climaticas
(GAMALERO; GLICK, 2020). Em relacéo as técnicas de controle, a rotagdo com culturas ndo
hospedeiras pode suprimir uma ampla gama de espécies de nematoides de forma eficaz, seguida
pelo uso de corretivos organicos de solo. A aplicacdo de nematicidas quimicos € eficaz quando
é necessario um controle rapido de nematoides; no entanto, o uso é reavaliado devido a questdes
ambientais (SIVASUBRAMANIAM; HARIHARAN; ZAKEEL, 2020).

A busca por novas alternativas de controle sustentavel sdo cada vez mais necessarias. O
uso de extratos vegetais pode ser uma delas, pois estes possuem compostos com funcées
ecologicas em resposta ao ataque de herbivoros e organismos patogénicos (MFARREJ et al.,
2019; SUTEU et al.,, 2020; OGUNNUPEBI et al., 2020). Atualmente, as plantas e seus
subprodutos estdo recebendo maior atencdo como agentes defensivos contra varios parasitas
vegetais, incluindo nematoides e outras pragas (KHAN et al., 2019; FORGHANI;
HAJIHASSANI, 2020). Um exemplo desses compostos é o latex vegetal, exsudado como
mecanismo de defesa contra pragas e patogenos (AGRAWAL; KONNO, 2009; RAMOS et al.,
2019).

As proteases (EC 3.4) presentes no latex e frutos de algumas plantas, sdo conhecidas
por catalisarem a hidrolise de ligacbes peptidicas das proteinas e dependendo dos residuos
presentes no sitio ativo. Estas enzimas podem ser classificadas em quatro grupos: proteases de
cisteina, proteases de serina, metaloproteases e proteases asparticas (WARD, 2011;
SEBASTIAN et al., 2018). As cisteino proteases (EC.3.4.22) presentes no abacaxi (Ananas
comosus) e no latex do mamao (Carica papaya) tém sido as mais estudadas na inddstria, devido
as suas propriedades de especificidade e estabilidade (WARD, 2011; CHAKRABORTY et al
2021). Alem de diversas aplicagcfes industriais, as proteases derivadas de plantas tém ganhado
interesse no controle de pragas por estarem relacionadas aos mecanismos de defesa das plantas
(MISAS-VILLAMIL et al., 2016).

Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito proteolitico do latex de mamao

(Carica papaya), do abacaxi (Ananas comosus) e da papaina sobre o nematoide Panagrellus
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sp., uma espécie de nematoide de vida livre que é utilizado como modelo devido ao seu facil
cultivo, ciclo de vida curto e alta motilidade em agua.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo do extrato aquoso de abacaxi

Frutos maduros de abacaxi foram adquiridos no mercado local de Lavras, Minas Gerais,
Brasil. A preparacdo do extrato foi realizada seguindo a metodologia de Domingues et al.
(2013), com algumas modificacGes. A casca e a coroa dos frutos foram retirados e, em seguida,
triturados em liquidificador, utilizando-se agua destilada na proporcao de 1:1 (p/v) para a casca
e 1:2 (p/v) para a coroa de frutos. Posteriormente, as amostras foram filtradas manualmente
com uma peneira, centrifugadas a 10.000 g a 4 °C por 10 minutos, e 0 sobrenadante foi
liofilizado por 48 horas. Apds esse periodo de tempo o p6 obtido foi armazenado a -20°C até
serem utilizadas nos experimentos. Para uso nos experimentos com nematoides, o pé obtido da
casca e da coroa do abacaxi foi diluido em &gua destilada, nas concentracfes de 5 mg/mL e 15

mg/mL.

2.2 Coleta e processamento do latex de mamaéo

O latex de mamao foi coletado em tubos Falcon de 50 mL diretamente de frutos verdes
por meio de incisdes longitudinais a uma profundidade de 3 mm, utilizando uma faca de a¢o
inoxidavel. Posteriormente, o latex foi congelado, liofilizado por 48 horas e o p6 obtido foi
armazenado a -20°C até ser utilizado nos experimentos. Para uso nos experimentos com
nematoides, o p6 obtido foi diluido em &gua destilada, nas concentracdes de 5 mg/mL e 15
mg/mL.

2.3 Papaina

A papaina foi obtida comercialmente (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA,
Brasil) e, para seu uso nos experimentos com nematoides, foi diluida em agua destilada, nas

concentragdes de 5 mg/mL e 15 mg/mL.

2.4 Atividade enziméatica

A atividade de protease dos extratos de abacaxi e do latex de maméao foi mensurada de
acordo com o procedimento caseinolitico adaptado de Gomes et al. (2018). Foi usada uma

curva-padréo de tirosina, relacionando a absorbancia e a concentracdo de tirosina. Os ensaios
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foram feitos em microtubos, utilizando 480 pL de tampao Tris-HC1 100 mM pH 8,0, 500 uL de
caseina a 1% (p/v) e 50 uL de amostra previamente diluida em agua destilada a 10% (p/v). Os
reagentes foram incubados a 30, 40, 50, 60 e 70 °C durante 30 minutos. Apds este periodo, a
reacao foi interrompida pela adicdo de 1 mL de &cido tricloroacético a 10% (p/v), 0os microtubos
foram centrifugados a 10.000 g a 4 °C por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e as leituras
de absorbéncia foram feitas em triplicata a 280 nm com o auxilio de um espectrofotdmetro.
Uma unidade de protease foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0
pg de tirosina por minuto, nas condicGes do ensaio.

Para determinar a atividade enzimética por miligrama de proteina dos extratos de
abacaxi e do latex de mamdo, a atividade especifica (U/mg) foi mensurada por meio da
quantificacdo de proteina usando o método de Bradford (Bradford, 1976). Para a curva de
calibracdo de Bradford usou-se albumina de soro bovino (BSA) como padréo de proteina e
posteriormente, a absorbancia a 595 nm foi medida para 100 pL de cada extrato. A atividade

enzimatica da papaina comercial ndo foi determinada.

2.5 Nematoides

Os nematoides de vida livre Panagrellus sp. foram adquiridos comercialmente e
posteriormente cultivados seguindo a metodologia descrita por Sufiate et al. (2017). Os
nematoides foram mantidos por 7 dias em frascos contendo aveia e agua destilada, e colocados

no escuro a temperatura ambiente (25°C).

2.6 Atividade nematicida

Para avaliar a atividade proteolitica sobre Panagrellus sp., foram formados 8 grupos no
total, 4 grupos contendo extrato ativo e 4 grupos com extrato desnaturado (fervido), ambos 0s
extratos foram preparados em duas concentracdes e avaliados em dois periodos de tempo. Cada
grupo foi formado por 30 tubos eppendorf (6 tubos por tratamento) contendo os 4 tratamentos
(casca de abacaxi, coroa de abacaxi, latex de mamao e papaina) mais o controle (dgua destilada).
Em cada tubo foram adicionados 20 pL de extrato (ativo ou fervido) diluido em agua destilada
a 5 mg/mL e 15 mg/mL, mais 10 pL contendo aproximadamente 50 juvenis de Panagrellus sp.
Os tubos contendo os extratos e nematoides foram incubados a 28°C no escuro por 24 e 48
horas. Apds esses periodos, o nimero total de juvenis vivos presentes em cada tubo foi contado

por microscopia Optica (4x), conforme metodologia descrita por Soares et al. (2013). Juvenis
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com cuticula desintegrada e sem mobilidade foram consideradas mortas. A percentagem de
reducdo de nematoides foi calculada de acordo com a seguinte formula:

(Xjuvenisvivosdocontrole — Xjuvenisvivosdotratamento)
Reducao(%) = — — x100
Xjuvenisvivosdocontrole

2.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados pelo programa estatistico Sisvar e interpretados por
andlise de variancia no nivel de significancia de 5%. A eficiéncia dos tratamentos na reducao
do nimero de nematoides, em compara¢do com o controle, foi realizada por meio do teste de

Tukey.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da temperatura na atividade enzimatica

Os resultados de atividade enzimatica dos extratos de casca de abacaxi, coroa de abacaxi
e latex de mamé&o sdo mostrados na Figura 1. O extrato de casca de abacaxi (Figura 1C),
apresentou atividade maxima (0,69 U/mg) a 50 °C e o extrato de coroa de abacaxi aumentou
sua atividade com o aumento da temperatura, apresentando sua atividade maxima (1,071 U/mg)
a 70° C, sugerindo a presenca de outras enzimas, comparado com o extrato da casca. Foi
relatado que o extrato de abacaxi (Ananas comosus) contém pelo menos oito proteases de
cisteina, incluindo bromelina de caule, bromelina de frutas, ananaina e comosaina (BRITO et
al., 2021). Além disso, o pH e a temperatura ideais para as enzimas presentes no abacaxi podem
ser variados, por exemplo, para a bromelina do caule, o pH e a temperatura de atividade ideais
séo 6,5-8,0 e 55-60, respectivamente (ARSHAD et al., 2014).

Em relacdo a atividade enzimatica do latex de mamao (Figura 1B), esta foi observada
estavel em diferentes temperaturas com atividade de 8,4 U/mg a 30 °C e 8,095 U/mg a 70 °C.
Essa estabilidade pode estar relacionada a presenca de outras enzimas com diferentes
propriedades quimicas. Por exemplo, papaina, caricaina e cinco clones de quimopapaina
(AZARKAN et al., 2003). Comparado ao extrato de abacaxi, o latex de mamao possui maior
atividade enzimatica, e isso pode ser explicado porque o latex vegetal contém, além de outras
substancias toxicas para pragas, diversos tipos de enzimas que sao produzidas como mecanismo
de defesa contra diversos tipos de pragas (RAMOS et al.,, 2019). Os testes de atividade
especifica foram determinados de acordo com a quantificacdo de proteina. A maior atividade
especifica do latex de maméo esté relacionado com a maior quantidade de proteina (102,22
pg/mL), comparado com a quantidade de proteina determinada nos extratos de casca e coroa
de abacaxi, que foram, respectivamente, de 26,18 pg/mL e 34,62 pg/mL.

A atividade enzimatica é influenciada por varios fatores, e entre os mais influentes estdo
0 pH da solucéo e a temperatura do meio. Em relacdo as temperaturas, as duas propriedades
estabelecidas das enzimas s&o sua energia de ativacao e sua estabilidade térmica. Mantendo os
demais fatores constantes, a atividade méxima da enzima é alcangada em uma determinada
temperatura, e variaces extremas podem reduzir sua atividade. Baixas temperaturas reduzem
a energia de ativacgdo e altas temperaturas podem causar problemas estruturais, fazendo com

que as enzimas percam sua conformacéo funcional (NELSON; COX, 2018).
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Figura 1 - Efeito da temperatura na atividade de protease de trés fontes de proteases vegetais.
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Legenda: A). Comparacéo da atividade relativa (%) de diferentes fontes de proteases vegetais. (B-D).
Atividade enzimatica especifica (U/mg) do latex de mamao (B), casca de abacaxi (C) e coroa de abacaxi
(D). O ensaio foi feito com tampéo Tris-HCI 100 mM pH 8,0. Foi usada uma curva-padrdo de tirosina
e a proteina foi quantificada pelo método de Bradford para medir a atividade especifica. Uma unidade
de protease foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 pg de tirosina por
minuto.

Fonte: Do Autor (2022).

3.2 Atividade nematicida

Os extratos avaliados neste estudo causaram reducdo (P<0,05) do nimero de juvenis de
Panagrellus sp., em relacdo ao grupo controle, tanto para as diferentes doses (Figura 2) quanto
para os tempos de incubacdo (Figura 3). Da mesma forma, foi observada uma reducédo (P<0,05)
do ndimero de nematoides nos grupos tratados com extratos ativos, em relacdo aos grupos
fervidos (Figura 4). No entanto, os grupos fervidos ndo foram diferentes do grupo controle,
sugerindo que ainda continham proteases ativas ou outros compostos toxicos para Panagrellus
sp.

Em relacéo as doses avaliadas (Figura 2), foi observado efeito nematicida semelhante
nos extratos de abacaxi. O extrato da casca causou para as doses de 5 mg/mL e 15 mg/mL,
reducdes de 40,94% e 57,14%, respectivamente. O extrato de coroa de abacaxi reduziu 30,02%

e 52,78% para as doses de 5 mg/mL e 15 mg/mL, respectivamente. O latex de maméo reduziu
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0 Panagrellus 64,54% para a dose de 5 mg/mL e de 90,54% para a dose de 15 mg/mL. Em
relagdo a papaina, apesar de ter causado reducdo (P<0,05) do numero de nematoides em relacéo
ao grupo controle (72,02% para 5 mg/mL e 70,02% para 15 mg/mL), ndo houve diferenca

significativa entre as duas concentracdes.

Figura 2 - Efeito de duas doses (5 mg/mL e 15 mg/mL) do extrato de casca de abacaxi, coroa
de abacaxi, latex de mamdo e da papaina na reducdo do numero de juvenis de
Panagrellus sp. (%)
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Legenda: Os dados representam cerca de 50 nematoides por tubo com 6 réplicas, em contato com 20 puLL
de extrato, incubados a 28°C. O controle representa 0s nematoides em contato com apenas agua
destilada. O namero total de larvas vivas foi contado por microscopia Optica (4x) e em seguida, a
porcentagem de reducédo foi calculada. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05)
entre os tratamentos.

Fonte: Do Autor (2022).

O efeito nematicida aumentou com o tempo de incubacdo, uma vez que o periodo de
24h apo6s tratamento, além de ter causado reducdo (P<0,05) comparado com o tempo zero,
também causou reducdo (P<0,05) do numero de juvenis de Panagrellus sp. comparado com
48h apos tratamento. 1sso aconteceu com todos 0s extratos avaliados (Figura 3). Apos 24 horas
de incubacdo, os extratos de casca de abacaxi, coroa de abacaxi, latex de mamé&o e papaina
reduziram os nematoides em 32,09%, 23,28%, 71,78% e 60,34%, respectivamente. Ja a
incubacdo por 48 horas provocou reducbes de 51,98%, 48,52%, 83,30% e 81,70%,

respectivamente. Comportamento semelhante foi observado por Sufiate et al. (2017) em um
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estudo de caracterizacdo de proteases presentes no latex de Euphorbia milii, no qual avaliou o
potencial nematicida dessas enzimas sobre Panagrellus sp., encontrando uma redugéo (P<0,01)

do nimero de nematoides de 65,59% e 96,46% em 24h e 48h, respectivamente.

Figura 3 - Efeito de dois periodos de incubacao (24 h e 48 h) na reducéo do nimero de juvenis
de Panagrellus sp. (%), causado pelos extratos de casca de abacaxi, coroa de
abacaxi, latex de mamado e papaina.
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Legenda: Os dados representam cerca de 50 nematoides por tubo com 6 réplicas, em contato com 20 pL
de extrato, incubados a 28°C. O controle representa 0s nematoides em contato com apenas agua
destilada. O namero total de larvas vivas foi contado por microscopia Optica (4x) e em seguida, a
porcentagem de reducédo foi calculada. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05)
entre os tratamentos.

Fonte: Do Autor (2022).

Para avaliar o efeito das proteases presentes nos extratos avaliados sobre Panagrellus
sp., um grupo de nematoides foi incubado nas mesmas condigdes, mas com extratos fervidos.
No entanto, ndo foi realizado um experimento para verificar a desnaturacdo completa das
enzimas presentes nos extratos. Conforme observado na Figura 4, nenhum dos extratos fervidos
foi igual (P<0,05) ao grupo controle. Contudo, o latex de mamao fervido e a papaina fervida,
provocaram uma reducdo do numero de juvenis de Panagrellus sp. (P<0,05) diferente da
reducdo causada pelos extratos ativos, com reducdes causadas pelo latex de maméo fervido e
ativo de 62,42% e 92,67%, respectivamente. A papaina fervida causou reducéo de 52,33% e a

papaina ativa reduziu 89,71%. Comparado com a papaina, uma enzima pura, o latex de maméo,
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além de proteases, contém diversas substancias como alcaloides, terpenoides, taninos,
flavonoides e fendis (CHANDRASEKARAN et al.,, 2018; NAKHATE et al; 2019) que
poderiam ter efeito toxico sobre 0os nematoides, mesmo com as enzimas desnaturadas.

Os extratos de casca e abacaxi fervidos, além de terem causado reducéo significativa
(P<0,05) sobre juvenis de Panagrellus sp., diferentemente do grupo controle, foram
estatisticamente iguais ao grupo de extratos ativos (P<0,05). Com exce¢ao da casca de abacaxi

fervida, que inclusive provocou uma reducao maior de Panagrellus sp. do que o extrato ativo.

Figura 4 - Efeito do extrato ativo e fervido da casca de abacaxi, coroa de abacaxi, latex de
mamao e papaina, na reducao do nimero de juvenis de Panagrellus sp. (%).
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Legenda: Os dados representam cerca de 50 nematoides por tubo com 6 réplicas, em contato com 20 pL
de extrato, incubados a 28°C. O controle representa 0s nematoides em contato com apenas agua
destilada. O numero total de larvas vivas foi contado por microscopia 6ptica (4x) e em seguida, a
porcentagem de reducédo foi calculada. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05)
entre os tratamentos.

Fonte: Do Autor (2022).

Os nematoides estdo envoltos em um exoesqueleto (conhecido como cuticula), uma
estrutura chave para o sucesso e diversidade das espécies de nematoides. Esta complexa matriz
extracelular cobre a camada mais externa das células e é necessaria para a forma do corpo,
movimento e funciona como a interface primaria com o ambiente. A cuticula é composta por
dois importantes tipos de proteinas estruturais, colagenos e cuticlinas (PAGE et al., 2014).

Como demostrado neste estudo, foi relatado que as cisteino proteases derivadas de plantas como
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mamao, abacaxi, figo e kiwi, atacam nematoides digerindo a cuticula, levando a ruptura e morte
do verme (NJOM et al., 2021).

O efeito nematicida causado pelos extratos da casca e coroa de abacaxi, latex de mamao
ricos em proteases sobre nematoides de vida livre do género Panagrellus é um indicativo de
acdo também em outras espécies de nematoides como fitoparasitas ou parasitas de animais
como sugerido em diferentes estudos (HERBERT-DOCTOR et al., 2016; SUFIATE et al.,
2017; DE FREITAS SOARES et al., 2019). Assim, € necessario realizar novas pesquisas a nivel
de campo ou in vivo para avaliar o efeito nematicida dos extratos da casca e coroa de abacaxi

e latex de mamado, sobre nematoides fitoparasitas.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que tanto os extratos da casca e coroa de abacaxi quanto o latex de mamao
e papaina possuem atividade nematicida contra Panagrellus sp. Além disso, foi demostrado que
as proteases presentes no latex de mamé&o e da papaina pura, apresentam potencial proteolitico
sobre Panagrellus sp. ja que causaram reducdo do nimero de nematoides diferente (P<0,05)
quando comparado aos resultados dos tratamentos que utilizaram extrato fervido ou ativo. Por
outro lado, foi observado que o extrato de abacaxi quando submetido a temperaturas altas, gera

compostos ainda toxicos para os nematoides, abrindo a possibilidade de novas pesquisas.
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RESUMO

Os insetos-praga sdo os principais competidores do homem pelos recursos gerados pela
agricultura. Objetivou-se com este estudo avaliar a biotoxicidade do latex de mamao (Carica
papaya) e de extratos de abacaxi (Ananas comosus) em Tenebrio molitor L. Casca e coroa de
frutos de abacaxi foram trituradas, filtradas, congeladas, liofilizadas e armazenadas a -20 °C. O
latex de maméao foi coletado de frutos verdes e processado da mesma forma que o abacaxi.
Papaina comercial e extratos fervidos foram usados em comparagdo com extratos ativos. Para
avaliar a biotoxicidade, 30 larvas de T. molitor foram imersas por 5 segundos, a cada 24 h por
3 dias, em extratos ativos e fervidos, diluidos a 15% (p/v) em &gua destilada. O ndmero de
larvas mortas foi registrado a cada 24 horas durante 10 dias. O mesmo experimento foi realizado
com grupos de 10 pupas e, além da mortalidade, foram registradas deformagdes durante a
metamorfose das pupas sobreviventes. Além do teste de imersdo, uma dieta artificial foi
preparada com os extratos ativos nas doses de 0, 100, 250 e 500 mg/g de farinha de trigo. Quinze
larvas foram adicionadas por placa contendo 2,5 mL da dieta. O nimero de larvas mortas foi
registrado a cada 24 horas, e 0s pesos nos dias 0 e 7 para avaliar o comportamento alimentar e
indices nutricionais. Um efeito toxico (P<0,05) foi observado sobre as larvas, causado pelo
latex ativo e fervido, com mortalidade de 98,89% e 43,33%, respectivamente. No entanto, o
latex fervido, apesar de ter causado menor mortalidade que o latex ativo, ndo foi igual do grupo
controle, sugerindo que o latex de mamao, além de enzimas, contém outras substancias toxicas.
Apenas o extrato fervido da casca e coroa de abacaxi foi semelhante (p<0,05) ao grupo controle.
Observou-se um efeito (P<0,05) causado pelos extratos na mortalidade das pupas, com excecao
da papaina ativa, que apesar de ter causado baixa mortalidade, impediu o desenvolvimento das
asas em 53% das pupas convertidas em adultos. A dieta ndo causou mortalidade sobre as larvas,
porém, observou-se forte dissuaséo alimentar (77,66%), redugdo na taxa relativa de consumo
(0,08 mg/mg/dia), reducdo no ganho de biomassa (-0,05 mg/mg/dia) e reducéo na eficiéncia.
de conversdo alimentar (-61,78%). causada pelo latex ativo. Os resultados deste estudo
demostram que proteases derivadas de plantas apresentam biotoxicidade sobre o besouro T.
molitor, o que pode ser promissor para o desenvolvimento de métodos de controle sustentaveis
contra esse tipo de praga.

Palavras-chave: Extratos vegetais, latex, proteases, papaina, Tenebrio molitor.
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1 INTRODUCAO

O aumento da demanda por alimentos levou a adogé@o de produtos quimicos sintéticos
como uma estratégia rapida e eficaz de controle de pragas. No entanto, esses produtos quimicos
tém contribuido para a polui¢cdo ambiental (YADAV et al., 2015). Ao mesmo tempo, até 40%
das lavouras séo afetadas por pragas e doengas vegetais, gerando custos mundiais cerca de US$
220 bilhdes por ano, e a invasédo de insetos gera US$ 70 bilhdes (MARINCHENKO, 2021) de
prejuizo. Estima-se que no Brasil existem aproximadamente 447 espécies de insetos-praga que
afetam as principais lavouras do pais (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009). Dentre as ordens
existentes, aquelas com maior numero de espécies de pragas sdo: hemiptera (31,1%),
lepidoptera (25,5%), e coledptera, com 23,4% (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009).

As plantas produzem compostos quimicos como mecanismos de defesa (YACTAYO-
CHANG et al., 2020) e sua influéncia na sobrevivéncia de organismos considerados pragas tém
sido pesquisada (SUTEU et al., 2020; OGUNNUPEBI et al., 2020). Esses compostos vegetais
podem agir como ovicidas, repelentes, fago-inibitdrios, antinutricionais e entomotoxicos
(SANTOS, 2013; PEACHEY et al., 2016; CHANDRASEKARAN et al., 2018; LIMA et al.,
2020). Um claro exemplo desses compostos é o latex (ABARCA; KLINKHAMER; CHOI,
2019), uma emulsao pegajosa produzida por células especificas (laticiferos) exsudadas quando
as plantas sofrem lesdes (AGRAWAL; KONNO, 2011; RAMOS et al., 2019). O latex contem
substancias tdxicas contra diversas pragas. Um exemplo desses compostos sdo as proteases
(E.C. 3.4.), um tipo de enzima que catalisa a clivagem de proteinas e sdo encontradas em todos
0S organismos vivos. Das proteases vegetais, a bromelina do abacaxi (Ananas comosus) e a
papaina do mamdo (Carica papaya) sdo as mais utilizadas na industria devido as suas
propriedades quimicas (WARD, 2011; CHAKRABORTY et al 2021).

O interesse em adotar medidas sustentaveis para 0 manejo de pragas € crescente devido
ao impacto dos agrotdxicos quimicos sintéticos no meio ambiente e na saude humana. As
proteases derivadas de plantas, aléem de estar implicadas em diversos processos fisioldgicos
(LIU et al., 2018), desempenham um papel importante na imunidade vegetal (MISAS-
VILLAMIL; VAN DER HOORN; DOEHLEMANN, 2016) e tém sido investigadas para o
controle de vérias pragas de insetos herbivoros (KONNO et al., 2004; WIJANARKO., 2017
AFNAN., 2018). No entanto, sabe-se pouco sobre o seu efeito no controle de pragas de
alimentos armazenados. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do latex de maméo
(C. papaya) e do extrato de abacaxi (A. comosus) sobre Tenebrio molitor L, conhecido como

larva da farinha, que foi utilizado como inseto modelo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo do extrato aquoso de abacaxi

O processo de extracdo foi realizado a partir de uma adaptacdo da metodologia de
Domingues et al. (2013). Foram adquiridos frutos maduros de abacaxi do mercado local de
Lavras, Minas Gerais, Brasil. A casca e a coroa de frutos foram retiradas para serem trituradas
separadamente em liquidificador, utilizando-se agua destilada na proporc¢éo de 1:1 (p/v) para a
casca e 1:2 (p/v) para a coroa. Em seguida, as amostras foram filtradas manualmente com
peneira, os residuos solidos foram descartados e o liquido foi centrifugado a 10.000 g a 4°C por
10 minutos. O sobrenadante foi congelado e entéo liofilizado durante 48 horas. O pé obtido foi
armazenado a -20°C até seu uso nos experimentos. Para uso nos experimentos, o pé obtido da
casca e da coroa do abacaxi foi diluido em agua destilada nas concentracdes descritas em cada

experimento.

2.2 Coleta e processamento do latex de mamao

O latex foi coletado diretamente de frutos de mamdo verde, de acordo com a
metodologia de Chandrasekaran et al. (2018), com altera¢cGes. Com o auxilio de uma faca de
aco inoxidavel, foram feitas incisGes longitudinais com profundidade de 3 mm na superficie
dos frutos. Posteriormente, o latex foi congelado, liofilizado e armazenado a -20°C até ser
utilizado nos experimentos. O p6 obtido foi diluido em &gua destilada nas concentracGes
descritas em cada experimento. A papaina, uma das enzimas presentes no latex de mamao, foi
obtida comercialmente (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA, Brasil) e, para uso nos

experimentos, foi diluida em &gua destilada, nas concentracdes descritas em cada experimento.

2.3 Mortalidade de larvas de Tenebrio molitor

Larvas de T. molitor adquiridas do Laborat6rio de Entomologia da Universidade Federal
de Lavras foram selecionadas com pesos e tamanhos homogéneos (60 mg/larva com 2 cm de
comprimento) e foram divididas em cinco grupos, representando cada tratamento, conforme
Rankic et al. (2021). Cada grupo foi composto por 90 larvas divididas em trés frascos com 30
larvas cada. Foi preparada uma solugéo de cada extrato diluido em &gua destilada a 15% (p/v).

As larvas ficaram submersas por 5 s em 30 mL de cada extrato a cada 24 horas por 3 dias. As
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larvas do grupo controle foram imersas apenas em agua destilada. Apds a imerséo, 0 excesso
de umidade das larvas foi removido em papel toalha. As larvas foram mantidas em uma sala a
25°C e 65% UR. Para determinar a porcentagem de mortalidade, o nimero de larvas mortas foi
registrado a cada 24 horas durante 10 dias. As larvas que ndo responderam aos estimulos tacteis
foram consideradas mortas. Usando o mesmo procedimento, um experimento adicional foi
realizado com extratos fervidos. Os extratos foram fervidos no fogao durante 2 horas, apds esse
periodo, os extratos foram resfriados a temperatura ambiente e armazenados nas mesmas

condicdes que 0s extratos ativos, até seu uso nos experimentos.

2.4 Mortalidade de pupas de Tenebrio molitor

Foi realizado 0 mesmo procedimento do experimento de imersao larval, com a diferenca
de que neste experimento foram utilizadas 30 pupas de T. molitor também adquiridas do
Laboratdrio de Entomologia da Universidade Federal de Lavras. Pupas de 24 horas de vida e
com pesos homogéneos (90 mg/pupas) foram selecionadas para o experimento. As pupas foram
divididas em 3 frascos com 10 pupas cada. Da mesma forma, um experimento adicional foi
realizado com extratos fervidos por duas horas como descrito anteriormente. Além do nimero
de pupas mortas ap0s a imersdo nos extratos, foram registradas as mudancas corporais na
metamorfose das pupas sobreviventes. A auséncia ou mal formagéo das asas foi registrada e a

porcentagem de deformacao foi calculada.

2.5 Preparacdo de uma dieta artificial para larvas Tenebrio molitor

A dieta foi realizada de acordo com uma adaptacdo da metodologia utilizada por Lima
et al. (2020). Utilizando farinha de trigo e agua destilada, preparou-se uma solugcdo nas
concentracdes de 100 mg/g, 250 mg/g e 500 m/g para cada um dos extratos e agitou-se por 5
min. O grupo controle foi composto apenas por farinha de trigo. Subsequentemente, 2,5 mL da
solugéo foram pipetados em placas de Petri (com peso conhecido) e deixados secar durante a
noite a temperatura ambiente (18 °C £ 2 °C). No dia seguinte, as placas foram novamente
pesadas e 0 peso da dieta contida em cada placa foi calculado. Em seguida, em cada placa de
Petri, em triplicata, foram colocadas 15 larvas de T. molitor com pesos conhecidos (60 mg/larva
com 2 cm de comprimento). O nimero de larvas mortas foi registrado semanalmente durante
28 dias.
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2.6 Avaliacao do indice de dissuasdo alimentar (ID) e indices nutricionais em larvas de
T. molitor

Seguindo a metodologia adaptada de Napoledo et al. (2013), utilizou-se os pesos da
dieta e das larvas do dia O e dia 7. Em seguida, o indice de dissuasao alimentar (ID) foi calculado
da seguinte forma: ID (%) = 100 x (A - B) / (A), onde A é a massa de alimento ingerido por
insetos no controle experimental e B é a massa de alimento ingerida pelos insetos na amostra
de teste. Com base no 1D, as amostras foram classificadas como promovidas: sem impedimento
alimentar (ID <20 %), dissuaséo alimentar fraca (50%> ID 20%), dissuaséo alimentar moderada
(70%> 1D 50%) ou forte dissuaséo alimentar (ID 70%). Os mesmos dados foram usados para
calcular os seguintes indices nutricionais: (a) taxa relativa de consumo = C / (D x dias), onde C
¢ a massa do alimento ingerido em mg e D corresponde a biomassa inicial dos insetos em mg;
(b) taxa de ganho de biomassa relativa = E / (D x dias), onde E corresponde a biomassa ganha
em mg; e (c) a eficiéncia de conversao da alimentagéo ingerida = E / (C x 100).

2.7 Analise estatistica
Os dados foram analisados pelo programa estatistico Sisvar, por meio de analise de

variancia no nivel de significancia de 5%, seguida do teste de Tukey para detectar diferengas

significativas e comparar os tratamentos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Mortalidade de larvas de Tenebrio molitor

O efeito das proteases presentes nos extratos da casca e coroa de abacaxi, latex de
mamado e papaina, foi avaliado sobre larvas de T. molitor (Figura 5). Conforme mostrado na
Figura 5A, o latex de mamao causou mortalidade maior (P<0,05) em relacdo ao grupo controle,
com uma mortalidade média de 71,11%. Isso pode ser explicado porque o latex, além de
proteases, contém outros tipos de enzimas, como quitinases, e substancias toxicas contra
diversos tipos de pragas (RAMOS et al., 2019). O efeito proteolitico das proteases presentes
nos extratos de casca de abacaxi (Figura 5B) e coroa de abacaxi (Figura 5C) sobre larvas de T.
molitor foi confirmado quando comparado com extratos fervidos, com mortalidade causada
pelo extrato ativo da casca de 34,45% e extrato ativo de coroa de abacaxi de 32,22%, ambos
maiores (P<0,05) do grupo controle e dos extratos fervidos.

A papaina pura ndo causou mortalidade nas larvas de T. molitor. No entanto, o latex
ativo, apresentou maior (P<0,05) mortalidade (98,89%), em comparacdo ao grupo com latex
fervido, com mortalidade de 43,33%. Entretanto, o latex fervido ainda causou mortalidade
maior (P<0,05) que o grupo controle, sugerindo que a mortalidade causada no latex ativo
(55,56%) maior que a mortalidade causada pelo extrato fervido), foi devido a acéo de proteases
(Figura 5D). O T. molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae), comumente conhecido como larva
da farinha, € um besouro amplamente utilizado como inseto modelo para diversos tipos de
pesquisas, principalmente na area de producédo de alimentos (LIU et al., 2020; SILVA et al.,
2021; DJOUADI et al., 2022).

A cuticula do inseto representa parte do tegumento externo dos artropodes, formado
principalmente por polissacarideos lineares e relativamente rigidos, quitina e proteinas
estruturais (NOH et al., 2017). Serve tanto como pele quanto como esqueleto (exoesqueleto),
determinando a forma do animal e também € a barreira que protege o0s insetos contra estresses
ambientais e danos mecanicos (HACKMAN et al., 1984). O sucesso dos fungos
entomopatogénicos utilizados no controle biol6gico de insetos se deve ao fato de penetrarem
na cuticula por meio de pressao mecanica e degradacao enzimatica dos principais componentes

da cuticula, ou seja, proteinas, quitina e lipidios (GOLEBIOWSKI et al., 2008).
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Figura 5 - Efeito de diferentes fontes de proteases vegetais na mortalidade de larvas de
Tenebrio molitor.
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Legenda: A). Mortalidade média causada pelos diferentes extratos. A-B). Comparagdo da mortalidade
causada pelos extratos ativo e fervidos da casca de abacaxi (B), coroa de abacaxi (C) e latex de maméao
(D). As larvas de T. molitor ficaram submersas por 5 s em 30 mL de uma solucéo a 15% (p/v) de cada
extrato, a cada 24 horas por 3 dias. As larvas do grupo controle foram imersas apenas em agua destilada.
Para determinar a porcentagem de mortalidade, o nimero de larvas mortas foi registrado a cada 24 horas
durante 10 dias. As larvas que ndo responderam aos estimulos tacteis foram consideradas mortas. Letras
diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos.
Fonte: Do Autor (2022).

3.2 Mortalidade de pupas de Tenebrio molitor

O efeito proteolitico dos extratos de abacaxi, latex de mamdo e papaina também foi
avaliado em pupas de T. molitor (Figura 6). A Figura 6A resume o efeito comparativo das
diferentes fontes de proteases ativas na mortalidade e metamorfose das pupas. Em relagdo a
mortalidade média, observou-se efeito (P<0,05) nas pupas, causado pelo extrato de abacaxi,
coroa de abacaxi e latex de mamao, pois foram estatisticamente diferentes do grupo controle
(Figura 6B), com obitos respectivos de 21,26 %, 31,67% e 76,67%. Em relacdo a papaina, a
mortalidade média ndo foi diferente (P<0,05) do grupo controle. No entanto, conforme
mostrado na Figura 6C, a papaina ativa afetou o desenvolvimento das asas em adultos oriundos
das pupas, em 53,33% das pupas inicialmente imersas na solu¢do contendo papaina ativa. A

auséncia de asas causada pela papaina ativa, comparada ao desenvolvimento normal de asas no
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grupo controle pode ser observada na Figura 6D, onde os adultos afetados pela papaina
apresentaram auséncia total ou parcial de asas. O mesmo efeito foi observado nas pupas
sobreviventes ao tratamento com extrato ativo de coroa de abacaxi, latex e casca de abacaxi,
respectivamente, em 10%, 13,3% e 20% das pupas inicialmente imersas na solucdo (Figura
6A). Nao houve diferenca (P<0,05) entre as mortalidades causadas as pupas pelos extratos ativo

e fervido para nenhum dos extratos avaliados.

Figura 6 - Efeito de diferentes fontes de proteases vegetais na mortalidade e metamorfose de
pupas de Tenebrio molitor.
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Legenda: A). Porcentagem de mortalidade de pupas de T. molitor em comparagdo com a porcentagem
de pupas sobreviventes viradas em adultos, com ou sem deformagdes, e causada por diferentes fontes
de proteases ativas. B). Mortalidade media causada por diferentes fontes de proteases ativas e fervidas.
(C). Porcentagem de adultos sem asas que sobreviveram ao experimento de imersdo de pupas, causado
pela papaina ativa. D). Auséncia de asas causada pela papaina ativa em adultos sobreviventes do
experimento de imersdo em pupas, em comparagdo com 0s adultos do grupo controle. Para o grupo
controle usou-se apenas agua destilada. As pupas ficaram submersas por 5 s em 30 mL de cada extrato
a cada 24 horas por 3 dias. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre os
tratamentos.
Fonte: Do Autor (2022).

Dentre os danos cuticulares nas pupas, causados pelos extratos avaliados, destacam-se
as queimaduras em tecidos néo esclerotizados, como o tecido intersegmentar. Em relagéo a isso,
existem dois tipos principais de cuticulas nos insetos: as (1) cuticulas flexiveis, caracterizadas
por membranas intersegmentares e cuticulas de muitas larvas moles, e as (2) cuticulas sélidas

e esclerotizadas que geralmente cobrem a maior parte da superficie corporal dos insetos. As
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cuticulas flexiveis tendem a ter um teor de agua relativamente alto, contém quantidades quase
iguais de quitina e proteina, e as mesmas proteinas ou semelhantes sdo frequentemente
depositadas antes e depois da ecdise. As cuticulas sélidas e esclerotizadas contém pouca agua,
as quantidades de proteina tendem a ser varias vezes maiores do que a quantidade de quitina, e
a composic¢do proteica da parte pré-ecdisial da cuticula é marcadamente diferente daquela da
parte pos-ecdisial da cuticula (ANDERSEN et al., 2002).

3.3 Indice de dissuaséo alimentar (ID) e parametros nutricionais em larvas de T. molitor

Além dos experimentos de imersdo, foi realizado um experimento de ingestdo, no qual
preparou-se uma dieta artificial de farinha de trigo para cada um dos extratos (casca de abacaxi,
latex de mamao e papaina), a fim de avaliar a mortalidade larval e o comportamento alimentar
por meio do indice de dissuasdo alimentar (ID%), e pardmetros nutricionais como taxa de
consumo relativo, taxa de ganho de peso relativo e eficiéncia de conversdo alimentar. A
toxicidade avaliada com os diferentes extratos presentes na dieta a base de farinha de trigo ndo
causou mortalidade nas larvas de T. molitor. No entanto, o comportamento alimentar foi
afetado.

A quantidade média de alimento ingerido pelas larvas de T molitor (Figura 7), foi de
48,19 mg/dia para o grupo controle (apenas farinha de trigo), sendo igual (p<0,05) ao consumo
da dieta contendo extrato de casca de abacaxi (60,32 mg/dia). As larvas reduziram a quantidade
de alimento ingerido quando a papaina estava presente na dieta, com ingestdo média de 31,86
mg/dia, sendo diferente (p<0,05) do grupo controle. O mesmo comportamento foi observado
no consumo de alimentos contendo latex de mamao, com ingestdo média de 17,27 mg/dia,
sendo diferente (p<0,05) de todos os grupos (Figura 7A).

O aumento da ingestdo de alimentos pelas larvas na dieta contendo extrato de casca de
abacaxi provavelmente esta relacionado ao alto teor de agucar. No entanto, esse aumento nao
foi diferente do grupo controle (p<0,05), mesmo quando a dose de extrato de casca de abacaxi
de 500 mg/g aumentou 18,38 mg/dia de alimento consumido pelas larvas, em relagdo ao grupo
controle (Figura 7B). Ao contrario do observado com o extrato de casca de abacaxi, o latex e a
papaina causaram reducdo no consumo de ragao a medida que a dose de extrato foi aumentada.
A dose de 500 mg/g de latex reduziu 37,24 mg/dia, em relacdo ao controle (Figura 7C). Da
mesma forma, com excecdo de 100 mg/g de papaina, que foi igual (P<0,05) ao controle, a
presenca de 500 mg/g de papaina na dieta reduziu em 25,81 mg/dia a ingestdo de alimento pelas
larvas, em relacéo ao controle (Figura 7D).
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Conforme relatado anteriormente, extratos vegetais oferecidos em uma dieta artificial
com farinha de trigo apresenta toxidade sobre pragas de alimentos armazenados, (LI1U; GOH,;
HO, 2007; NAPOLEAO et al., 2013; LIMA et al., 2020; DE OLIVEIRA., 2020). No entanto,
esses estudos foram realizados em insetos adultos, e em nosso experimento foram utilizadas

larvas, pois em testes preliminares foi observado canibalismo entre adultos de T. molitor.

Figura 7 - Alimento ingerido (mg/dia) por larvas de Tenebrio molitor, oferecido em uma dieta
artificial composta por farinha de trigo (controle) misturada com extratos ativos.
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Legenda: A). Efeito de diferentes fontes de proteases ativas na ingestdo da dieta artificial pelas larvas.
B-C) Efeito de diferentes doses (100 mg/g, 250 mg/g e 500 m/g) de proteases ativas de casca de abacaxi
(B), latex de mamado (C) e papaina (D), na quantidade de alimento ingerido pelas larvas. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos.

Fonte: Do Autor (2022).

O comportamento das larvas em termos de ingestao de alimentos é refletido em valores
de indice de dissuasdo ou repeléncia alimentar (Figura 8). Em média, tanto a papaina quanto o
latex de mamao causaram um indice de dissuasdo alimentar de 33,80% e 64,09%, ambos
diferentes (P<0,05) do grupo controle. O indice de dissuaséo alimentar médio causado pelo
extrato de casca de abacaxi foi de -25,27%, indicando um aumento no consumo de alimento
pelas larvas, apesar de ndo ser diferente (P<0,05) do grupo controle. Esse comportamento é
observado na Figura 8B, pois a medida que a dose de extrato de casca de abacaxi € aumentada,
o indicador de dissuasao é reduzido. O latex de mamé&o apresentou indice de dissuasao alimentar
de 46,62%, 68,48% e 77,16% para as doses de 100 mg/g, 250 mg/g e 500 mg/g,
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respectivamente, todas estatisticamente (P < 0,05) diferentes do grupo controle (Figura 8C). A
papaina causou significativa dissuasdo alimentar (P<0,05) em relagdo ao controle, apenas nas

doses de 250 mg/g e 500 mg/g, com indices de 35,71% e 53,62%, respectivamente (Figura 8D).

Figura 8 - Indice de dissuasdo alimentar (%) em larvas de Tenebrio molitor apds ingestdo de
uma dieta artificial de farinha de trigo (controle) misturada com diferentes fontes
de proteases ativas.
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Legenda: A) Efeito de diferentes fontes de proteases ativas presentes na dieta artificial no indice de
dissuaséo alimentar. B-C). Efeito de diferentes doses (100 mg/g, 250 mg/g e 500 mg/g) de proteases
ativas presentes na dieta artificial composta por farinha de trigo misturada com casca de abacaxi (B),
latex de mamao (C) e papaina (D), no indice de dissuasédo alimentar das larvas. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos.

Fonte: Do Autor (2022).

A taxa de consumo relativo das larvas (Figura 9) foi reduzida apenas pela presenca de
latex de mamao na dieta (Figura 9A). Quando 500 mg/g de mamé&o estavam presentes na dieta,
as larvas consumiram 0,01 mg de alimento por mg de peso corporal por dia, sendo
estatisticamente diferente (P<0,05) do grupo controle (Figura 9C). Em contrapartida, o extrato
de casca de abacaxi fez com que as larvas consumissem 0,07 mg de alimento por mg de peso
corporal por dia, sendo estatisticamente (P<0,05) maior que o grupo controle, com consumo de
0,05 mg/mg/dia, e esse aumento no consumo foi estimulado por doses de 500 mg/g (Figura

9B). A papaina ndo interferiu na taxa de consumo relativo das larvas (Figura 9D), sugerindo
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que a perda de peso dos insetos nao foi significativa, em relacdo a quantidade de alimento
ingerido, em relacdo ao grupo controle.

Figura 9 - Taxa de consumo relativo em larvas de Tenebrio molitor apds ingestdo de uma dieta
artificial de farinha de trigo (controle) misturada com diferentes fontes de proteases
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Legenda: A) Efeito de diferentes fontes de proteases ativas presentes na dieta artificial sobre a taxa
relativa de consumo das larvas. B-C). Efeito de diferentes doses (100 mg/g, 250 mg/g e 500 mg/g) de
proteases ativas presentes na dieta artificial composta por farinha de trigo misturada com casca de
abacaxi (B), latex de mamao (C) e papaina (D), na taxa de consumo relativo das larvas. Este parametro
nutricional indica a quantidade de alimento consumido em mg por mg de peso corporal dos insetos a
cada dia. Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos.

Fonte: Do Autor (2022).

A taxa de ganho de biomassa relativa (Figura 10) foi afetada apenas significativamente
(P<0,05) pela presenca de 500 mg/g de latex de mamao na dieta, em comparacdo ao grupo
controle (Figura 10C). Indicando perda de peso significativa provavelmente causada pela forte
dissuasdo alimentar (77,16%) observada para essa mesma dose de latex de mamao. Em relagéo
aos diferentes tipos de extratos (Figura 10A), a taxa de ganho relativo de biomassa causada pela
casca de abacaxi foi estatisticamente (P<0,05) a mesma do grupo controle, mas diferente da
papaina e do latex de mamao. Indicando que o extrato de abacaxi favoreceu o crescimento das
larvas, provavelmente devido ao alto teor de acUcar e carboidratos, comparado ao latex e

papaina.
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Figura 10 - Taxa de ganho de biomassa relativa em larvas de Tenebrio molitor apés ingestéo
de uma dieta artificial de farinha de trigo (controle) misturada com diferentes fontes
de proteases ativas.
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Legenda: A) Efeito de diferentes fontes de proteases ativas presentes na dieta artificial sobre a taxa de
ganho de biomassa relativo das larvas. B-C). Efeito de diferentes doses (100 mg/g, 250 mg/g e 500
mg/g) de proteases ativas presentes na dieta artificial composta por farinha de trigo misturada com casca
de abacaxi (B), latex de mamao (C) e papaina (D), na taxa de ganho de biomassa relativo das larvas.
Este parametro nutricional indica a quantidade de biomassa ganha a cada dia por mg de peso corporal
inicial. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos.

Fonte: Do Autor (2022).

A guantidade de alimento ingerido incorporado pelos insetos como biomassa (conversédo
alimentar, Figura 11), comparado aos diferentes tipos de extratos avaliados (Figura 11A), foi
afetado apenas pelo latex de mamao com reducdo média de -15,71%, estatisticamente diferente
(p <0,05) do grupo controle e dos demais extratos. Em relacdo as diferentes doses avaliadas,
foi observada diferenca significativa apenas para a dose de 500 mg/g de latex de mamdo, com
reducdo de -61,78% (95,04% menor que o grupo controle, Figura 11C), e 500 mg/ g de papaina,
com redugdo na conversdo alimentar de 6,13% (27,14% menos que o grupo controle, Figura
11D)
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Figura 11 - Eficiéncia da converséo do alimento ingerido (%) por larvas de Tenebrio molitor
apos ingestdo de uma dieta artificial de farinha de trigo (controle) misturada com
diferentes fontes de proteases ativas.
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Legenda: A) Efeito de diferentes fontes de proteases ativas presentes na dieta artificial sobre a eficiéncia
da conversdo do alimento. B-C). Efeito de diferentes doses (100 mg/g, 250 mg/g e 500 mg/g) de
proteases ativas presentes na dieta artificial composta por farinha de trigo misturada com casca de
abacaxi (B), latex de mamao (C) e papaina, na eficiéncia da conversdo do alimento ingerido. Este
pardmetro nutricional indica a quantidade de alimento ingerido incorporado pelos insetos como
biomassa. Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos.

Fonte: Do Autor (2022).

A papaina pura ndo teve efeito sobre a mortalidade larval, provavelmente porque a
cuticula esclerotizada é formada por, além de proteinas, outros compostos como lipidios e
quitina, conferindo rusticidade e protecdo contra fatores adversos (HACKMAN et al., 1984;
GOLEBIOWSKI et al., 2008 NOH et al., 2017). No entanto, o dano no tecido relacionado ao
desenvolvimento das asas dos T. molitor foi afetado pela papaina, provavelmente porque nessa
fase de crescimento esse tecido especifico ainda ndo estd bem desenvolvido, ou o contetdo de
substancias que conferem resisténcia é reduzido. A casca do abacaxi presente na dieta estimulou
a alimentag&o das larvas, sem causar nenhum efeito toxico, provavelmente devido ao alto teor
de acucar e baixo teor de enzimas. Mais estudos sdo necessarios para identificar e caracterizar

o tecido que é afetado durante o desenvolvimento da asa em T. molitor, causado pela papaina.
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4 CONCLUSAO

O latex de maméo e os extratos de casca e coroa de abacaxi causaram atividade toxica
contra larvas e pupas de Tenebrio molitor, em particular os compostos presentes no latex de
mamdo que afetaram fortemente a mortalidade tanto de larvas quanto de pupas, além de
dissuadir a alimentacdo das larvas. A papaina ativa ndo teve efeito sobre a mortalidade das

larvas de T. molitor.
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RESUMO

As perdas causadas por insetos-praga, fitopatdgenos e parasitas de animais
representam uma das maiores ameacas a seguranca alimentar. O atual controle de pragas €
baseado principalmente em pesticidas e drogas sintéticas; no entanto, sdo questionados devido
aos seus efeitos nocivos e a perda de eficacia contra pragas resistentes. As cisteina proteases
(CPs), presentes em alguns frutos e no latex de plantas como abacaxi, maméo, kiwi e figo,
possuem diversas aplica¢Ges industriais devido as suas propriedades bioquimicas, porém, tém
sido relatadas como um produto promissor para o controle de insetos-praga, nematoides de
plantas, ectoparasitas animais e parasitas gastrointestinais. Aqui mostramos evidéncias
relatadas em alguns estudos sobre o potencial dos CPs para o desenvolvimento de alternativas
sustentaveis para o controle de pragas agricolas e parasitas de animais.

Palavras-chave: Cisteina protease, Insetos-praga, Ectoparasitas, Parasitas gastrointestinais
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Texto do resumo grafico

Os produtos quimicos sintéticos contra pragas e parasitas, além de perderem eficacia contra
pragas resistentes, sdo questionados, pois geram residuos prejudiciais ao meio ambiente e a
organismos ndo-alvo. As cisteina proteases vegetais (CPs) presentes em frutas como maméo,
abacaxi, kiwi e figo, representam uma alternativa sustentavel para o manejo de diversos tipos
de pragas agricolas (insetos herbivoros e patdgenos) e parasitas de animais (ecto e

endoparasitas).

Imagem do resumo gréfico

Figura 12 - Resumo gréfico do artigo
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1. INTRODUCAO

Dentre os diversos fatores que afetam a agricultura e a pecuaria, as perdas causadas por
artrépodes pragas, patdgenos fitoparasitas e parasitas animais representam uma das maiores
ameacas. No caso das culturas agricolas, estima-se que entre 20 e 40% de todas as perdas da
produtividade global seja causada por pragas e patdgenos fitoparasitas (Finegold et al., 2019).
Os artropodes destroem cerca de 18 a 26 % da producdo agricola anual em todo 0 mundo, no
valor de mais de US$ 470 bilhGes (Culliney, 2014). Anualmente, a invaséo de insetos-praga
custa a economia mundial cerca de US$ 70 bilhGes, as doencas das plantas usta US$ 220 bilhdes
aproximadamente (Marinchenko, 2021) e nematoides parasitas de plantas causam perdas
aproximadas de US$ 157 bilhdes (Sikandar et al., 2020).

Em relacdo a pecudria, um dos principais subsetores da agricultura, tem mostrado um
crescimento elevado devido ao aumento da demanda global de carne e leite (Abubakar et al.,
2020). No entanto, as infec¢Bes causadas por endoparasitas (como nematoides e protozoarios)
e ectoparasitas (como pulgas, acaros, carrapatos, piolhos e moscas), representam um dos
principais problemas que comprometem a produgao e bem-estar animal. No tocante ao controle
destes parasitas, este baseia-se principalmente no uso de antiparasitarios quimicos sintéticos
que, além de nem sempre demonstrarem total eficacia, causam polui¢do ambiental, e parasitas
de muitas espécies como ovinos, caprinos, bovinos e equinos estdo desenvolvendo resisténcia
a essas drogas (de Leon et al., 2020; Selzer and Epe, 2021).

Para o controle de pragas das culturas agricolas, estdo disponiveis diversas estratégias.
No entanto, o0 uso de pesticidas sintéticos € uma das mais utilizadas (Kumar and Singh, 2014).
Os pesticidas sintéticos sdo eficazes na protecdo das culturas agricolas. Porém, muitas pragas
tém adquirido resisténcia ao efeito desses produtos. Além do mais, 0 uso continuo e
indiscriminado tem causado preocupacdo uma vez que gera impactos negativos ao meio
ambiente (Ozkara et al., 2016; Bilal et al., 2019; Rousis et al., 2021), ja que polui o solo (Pérez-
Lucas et al., 2019), o ar (de Souza Guida et al., 2018), e a agua (Deknock et al., 219). Além
disso, alguns estudos tém reportado que os pesticidas quimicos sintéticos tém efeitos toxicos
sobre humanos, plantas, animais, polinizadores e organismos benéficos (Sabarwal et al., 2018;
Hashimi et al., 2020). Embora as consequéncias sejam conhecidas, nas ultimas décadas houve
um crescimento no uso de agrotoxicos em todo o mundo, e precisa-se adotar métodos
alternativos e mais seguros a fim de proteger o meio ambiente, 0s animais e a saude humana
(Liu et al., 2015; Carvalho, 2017).
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O uso de defensivos naturais conhecidos como biopesticidas tem ganhado importancia
para o controle de pragas j& que sdo menos toxicos para 0 homem e organismos nédo alvos, séo
facilmente biodegradaveis e sem liberacdo de residuos prejudiciais para o ambiente (Campos
etal., 2019; Mfarrejet al., 2019; Lengai et al., 2020; Suteu et al., 2020; Ogunnupebi et al., 2020).
Dentre 0s compostos naturais, 0s extratos vegetais contem substancias como metabdlitos
secundarios e diversas enzimas, como as cisteino proteases (EC 3.4.22) que catalisam a
clivagem de ligacGes peptidicas, e representam um dos quatro principais grupos de hidrolases
(Grzonka et al., 2007; Buttle, 2013).

As cisteino proteases (CPs) mediam uma grande variedade de processos fisiolégicos e
patoldgicos, e estdo presentes em todos 0s organismos vivos. Nas plantas, cumprem funcdes
fisioldgicas fortemente reguladas como germinacdo de sementes e papéis de defesa, e sdo
comumente encontradas em frutas de plantas como Carica papaya, Ananas comosus, Ficus
carica e Actinidia deliciosa; e no latex de diferentes familias de plantas (Domsalla and Melzig,
2008; Martinez et al., 2012; Sun et al., 2016).

A maioria das proteases comerciais sdo produzidas a partir de fontes microbianas e
animais. As CPs vegetais, com base em suas diversas aplicacfes, sdo de grande interesse para
as industrias alimenticia, téxtil, médica e farmacéutica, devido a suas propriedades e atividade
em uma ampla faixa de pH e temperatura, além de grande estabilidade e especificidade de
substrato. Contudo, pesquisas tém demonstrado que as CPs vegetais sdo promissoras para o
desenvolvimento de métodos alternativos para o controle de pragas, patbgenos e parasitas, ja
que foi observado eficacia para controlar nematoides (Gomes et al., 2019; Sufiate et al., 2021),
insetos (Wijanarko et al, 2017; Afnan et al., 2018; Batool et al., 2021), carrapatos (Juasook et
al., 2018; Filgueiras et al., 2021), fungos (Lopez-Garcia et al., 2012), bactérias (Avalos-Flores
et al., 2021) e parasitas gastrointestinais (Njom et al., 2021; Mansur et al., 2021). Nesse
contexto, este trabalho tem como objetivo revisar as evidéncias cientificas desenvolvidas sobre
as CPs de origem vegetal (frutas/latex) como alternativas sustentaveis contra pragas agricolas

e parasitas de animais
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2. CONSEQUENCIAS DO USO DE PESTICIDAS SINTETICOS.

Os pesticidas tém desempenhado um papel fundamental na agricultura e pecuaria depois
da década 50 (Kumar and Singh, 2014, Karasali and Maragou, 2016). Segundo a FAO (Food
and Agriculture Organization), pesticidas s&o substancias ou misturas de substancias destinadas
a controlar, prevenir, destruir, repelir ou atrair qualquer organismo bioldgico considerado uma
praga. Assim, uma praga é definida como qualquer espécie vegetal ou animal, raca ou biotipo
ou agente patogénico prejudicial as plantas ou produtos vegetais. Os pesticidas podem ser
classificados em diferentes categorias de acordo com 0 organismo praga que matam
(inseticidas, nematicidas, acaricidas, fungicidas, rodenticidas, moluscicidas, algicidas,
herbicidas), o tipo de formulacéo (liquido, p6s, granulos, iscas, liquido de ultra baixo volume),
a fonte de origem (natural ou sintética), o modo de acdo/entrada (repelentes, fumigantes, pré/pés
emergente, sistémico e ndo sistémico) e a toxicidade (praticamente ndo toxico, ligeiramente
toxico, moderadamente téxico e altamente toxico). De acordo com os grupos funcionais, 0s
pesticidas foram classificados como organofosforados, carbamatos, triazinas e fenoxis (Bilal et
al., 2019).

Os pesticidas oferecem varios beneficios para a agricultura, pois fornecem protecdo as
culturas por meio do controle de varias espécies de pragas, o que melhorou a capacidade
produtiva das lavouras (Carvalho, 2017). No entanto, causam impactos negativos ao meio
ambiente, organismos ndo-alvo e saide humana. Por exemplo, Rousis et al. (2021) coletou e
analisou amostras diarias de aguas residuais em Atenas, Grécia, entre 2014 e 2020, para 756
pesticidas, seus produtos de transformacdo ambiental e seus metabdlitos humanos. Quarenta
pesticidas foram quantificados em concentracdes médias de até 4,9 pg/L. A classe mais
abundante foram os fungicidas, seguida dos herbicidas, repelentes de insetos, inseticidas e
reguladores de crescimento de plantas. A analise de aguas residuais revelou a presenca de
pesticidas ndo aprovados na Europa.

Uma vez presentes no meio ambiente (Pérez-Lucas et al., 2019), pessoas e animais
podem entrar em contato com produtos quimicos toxicos através da agua (Deknock et al., 219),
do ar (de Souza Guida et al., 2018) e de produtos agricolas (Carvalho, 2017). A intoxicag&o por
pesticidas quimicos sintéticos é um problema de sadde publica global e € responsavel por cerca
de 300.000 mortes em todo 0 mundo a cada ano (Sabarwal et al., 2018). Esses residuos toxicos
podem ser armazenados nos tecidos humanos e animais, afeitando o cérebro, rins, pele, sistema
digestivo, figado, pulmdes, bago e todos os 6rgdos humanos, causando diversas doengcas como

canceres e mutacoes. Além disso, esses produtos quimicos destroem as colonias de abelhas,
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diminuem as populagdes de polinizadores e podem suprimir organismos do solo, passaros e
animais selvagens (Hashimi et al., 2020; Rani et al., 2021). Para reduzir a polui¢do ambiental
causada por pesticidas quimicos sintéticos, alternativas sustentaveis devem ser adotadas, como
0 uso de produtos com baixa toxicidade, alta seletividade, alta especificidade e rapida

biodegradabilidade.



64

3. INCONVENIENTES DO USO DE ANTIPARASITARIOS SINTETICOS.

Farmacos como 0s antiparasitarios quimicos tém sido utilizados com sucesso tanto no
controle de endo como de ectoparasitas de animais. Atualmente, os endoparasiticidas utilizados
incluem benzimidazois, imidazotiazdis, tetrahidropirimidinas e lactonas macrociclicas,
ivermectinas e milbemicinas. Os ectoparasiticidas incluem piretréides e piretroides sintéticos,
organofosforados, karmates, lactonas macrociclicas, formamidinas, pirazoles, neonicotindides,
espinosinas, semicarbazonas, isoxazolinas e reguladores de crescimento de insetos (Selzer &
Epe, 2021). Os antiparasitarios quimicos sintéticos, embora oferegcam protecdo contra diversos
tipos de parasitas, geram contaminacdo do meio ambiente e isto € motivo de crescente
preocupacdo (Orive & Lertxundi, 2020). Residuos de produtos comumente utilizados no
controle de artropodes e nematoides que afetam a pecuaria, como exemplo a ivermectina,
podem ter efeitos prejudiciais na biodiversidade diminuindo as populagdes de besouros
envolvidos nos processos de degradacdo do esterco, que contribui para melhorar as
propriedades e funcBes do solo (Verdd et al., 2018).

Outra questao preocupante € o fato dos parasitas adquirirem resisténcia a antiparasitarios
quimicos sintéticos, principalmente anti-helminticos em ovinos, caprinos, bovinos, cavalos e
aves de capoeira, e cujos mecanismos de resisténcia tém sido amplamente estudados (Samson-
Himmelstjerna et al., 2009; Sangster et al., 2018). Espécies como Haemonchus contortus, uma
das parasitas gastrointestinais de maior importancia em ruminantes, tém demonstrado grande
capacidade de desenvolver resisténcia a todas as principais classes de medicamentos
(Benzimidazoles, Imidazothiazoles, Macrocyclic lactones, Closantel), causando grandes
prejuizos em todo o mundo (Kotze and Prichard, 2016). Os artrépodes ectoparasitos de animais
como 0s carrapatos sdo transmissores das doengas mais nocivas e 0 uso de acaricidas sintéticos
é o principal método de controle, porém, casos de resisténcia também representa um dos
principais problemas globais (Abbas et al., 2014; Rodriguez-Vivas et al., 2018; Yessinou et al.,
2018; Godara et al., 2019; Thomas et al., 2020; Chitombo et al., 2021).

Para reduzir a contaminagdo ambiental e diminuir a resisténcia aos antiparasitarios,
diversas estratégias precisam ser adotadas, dentre elas, a fabricacdo de medicamentos a base de
principios ativos que oferegcam mecanismos de agdo com menor risco de resisténcia e também

com menor impacto negativo ao meio ambiente.
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4, PROTEASES DE CISTEINA VEGETAL COMO ALTERNATIVA
SUSTENTAVEL

Enzimas sdo proteinas que catalisam reacdes bioquimicas de forma eficiente e exibem
ndo apenas fungdes importantes nos processos metabdlicos celulares, mas também tém
aplicacdes em diferentes industrias (Gimenes et al., 2021). As proteases (EC 3.4) sdo uma classe
de enzima conhecida por catalisarem a hidrolise de ligacdes peptidicas das proteinas por meio
da polarizacéo do grupo carboxila da ligacdo peptidica do substrato. Dependendo dos residuos
presentes no sitio ativo, elas sdo classificadas em quatro grupos: proteases de cisteina, proteases
de serina, metaloproteases e proteases asparticas (Ward. 2011; Sebastian et al., 2018).

As proteases de cisteina (EC.3.4.22) exibem uma estrutura central conservada,
composta por dois dominios de interagdo claramente diferenciados, uma a-hélice e um tipo -
folha que foram denominados dominios L e R de acordo com sua posic¢ao na orientacdo padrdo
(Fernandez-Lucas et al., 2017). As cisteino proteases sdo enzimas com massa molecular de
aproximadamente 21-30 kDa e podem ser subdivididas em exopeptidases (por exemplo,
catepsina X, carboxipeptidase B) e endopeptidases (por exemplo: papaina, bromelina, ficina)
(Grzonka et al., 2007). As CPs séo divididas em dez clas: CA, CD, CE, CF, CH, CL, CM, CN,
CO e C-, e CPs de plantas pertencentes a cinco deles foram descritos (CA, CD, CF, CO e EC).
A maioria dos PCs de plantas pertence a familia C1, conhecida como familia da papaina (CA)
(Rawlings et al., 2010). As proteases de cisteina de tipo papaina (PLCPs), sdo estruturalmente
caracterizados por um dominio tipico de dobra semelhante a papaina (Figura 1) (um dominio
de a-hélice e B-folha, e a triade catalitica Cys-His-Asn é formada na interface de dois dominios)
(Rawlings et al., 2016).

Na primeira classificacdo de 138 PLCPs vegetais, oito subfamilias foram identificadas
com base em suas caracteristicas estruturais, mais tarde, 723 PLCPs de plantas foram
determinados e agrupados em nove classes de acordo com a arquitetura de dominio e sua
homologia (Kordi§ & Turk, 2009; Richau et al., 2012). As cisteino proteases (CPs) vegetais
estdo relacionadas a diversas fungdes fisioldgicas, participando de processos como o
desenvolvimento e maturacdo dos frutos, das proteinas de armazenamento durante a
germinacdo, estdo envolvidas nas fases de maturacdo, morfogénese, biogénese celular e
senescéncia (Domsalla & Melzig, 2008: Liu et al., 2018). Enquanto isso, os CPs desempenham
um papel critico sob o ataque herbivoro e ativam os mecanismos de resisténcia nas plantas

(Misas-Villamil et al., 2016). Por exemplo, a papaina, uma das CPs do latex, pode estar
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envolvida nos mecanismos de protecdo induzidos por insetos herbivoros em Carica papaya
(Konno et al., 2004).

Figura 13 - Estrutura da papaina de Carica papaya.

Legenda: (A) Estrutura tridimensional do dominio peptidase da papaina (UniProtKB P00784
(PAPAL1 CARPA)). (B) Residuos cataliticos no sitio ativo da papaina. Cys25 e His159 formam a diade
catalitica.

Fonte: Todas as imagens foram preparadas usando https://swissmodel.expasy.org.

Por outro lado, CPs provenientes de C. papaya (papaina, quimopapaina, caricaina,
glicilendopeptidase), Ananas comosus (bromelina do fruto, bromelina do caule, ananaina,
comosaina) e Ficus glabrata (ficina) sdo de importancia comercial devido a sua forte atividade
proteolitica contra uma ampla gama de substratos proteicos e porque sdo ativos em uma ampla
faixa de pH e temperatura (Feijoo-Siota & Villa, 2011; Grzonka et al., 2007). Embora apenas
algumas proteases derivadas de plantas estejam disponiveis para aplicacdo industrial, a
atividade enzimatica foi encontrada em varias frutas e vegetais. Por exemplo, Sun et al. (2016),
em uma analise comparativa sobre atividades de protease em diferentes valores de pH;
encontrou que de 90 recursos vegetais, incluindo frutas e hortalicas, dez frutas e treze hortalicas
apresentaram atividades de protease acima de 10 U/g. Além disso, atividades de protease
elevadas foram detectadas em kiwi (28,8 U/qg), brocolis (16,9 U/g), gengibre (16,6 U/g), alho-
poro (32,7 U/g) e pimentdo vermelho (15,8 U/g) em diferentes valores de pH.

Em geral, as proteases de cisteina possuem varias aplica¢des industriais (Tabela 1), e.g.:
podem melhorar a qualidade da racdo em animais, aumentando a digestibilidade da racéo
(Sharma et al., 2021), tém potencial clinico significativo como agentes ativos para a preparacao
de corante de removedores de esmalte dentario (Munchow et al., 2016), tém um alto potencial
para serem usados na tecnologia de imobilizagdo enzimética para tratamento de efluentes

industriais (Metin and Alver, 2016), encurtam 0 tempo de maturacdo da cerveja, garantindo
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melhor liquefacdo adjacente e produzindo baixo teor de carboidratos cerveja (Meshram et al.,
2019), aumentar a textura geral e palatabilidade da carne, especialmente carne bovina (Gagaoua
etal., 2021), catalisar a hidrolise do gluten, para que a massa para assar pao possa ser facilmente
2019). Além disso,

antiedematosas, antitrombdticas e anti-inflamatorias, beneficios terapéuticos como tratamento

preparada (Meshram et al., possui propriedades fibrinoliticas,
de angina pectoris, bronquite, sinusite, trauma cirargico e tromboflebite, desbridamento de

feridas e melhora da absorcdo de farmacos, principalmente antibidticos (Chakraborty et al,

2021).

Tabela 1 Principais aplica¢@es industriais de proteases de cisteina

Aplicacdo Enzimas Usos Referéncia
Alimentacéo Bromelina, Aumentar a disponibilidade e
animal Papaina inversdo de proteinas (Sharma etal., 2021)
Eliminagdo de Remocao de mercurio de sua solucéo
residuos Papaina ¢ ¢ (Metin & Alver, 2016)
aquosa
(efluentes)
Indiistria Bromelina Remove a turvagdo durante o
. . : armazenamento de cervejas, (Meshram et al., 2019)
cervejeira Papaina L .
dividindo proteinas no malte
Bromelina Remocdo de manchas de proteinas, (Kalyana et al., 2011)
Industria Panaina : clareamento dos dentes, pode ajudara (Yao et al., 2013)
cosmética apaina, dissipar tachas e espinhas, limpar o (Munchow et al.,
Ficina
rosto 2016)
E;o;?ﬁ:;na, Amaciante de carne, fazer proteinas
Industria de Zir? ibai'n sollveis, cereais e bebidas, (Hu et al., 2020)
alimentos Fici?w 3 ’ estabilizacdo de gelatina, maturacao (Gagaoua et al., 2021)
N, de alimentos
Actinidina
Industria de Elr?)?ﬁgijr?;né Hidrolisado de soro de leite, (Abe et al., 2015)
laticinios Papaina adocante, maturacdo de queijo (MUZIRA, 2019)
. Reduc&o do nivel de proteina da . . .
Industria de Brorr]ellna, farinha na fabricacédo de biscoitos, (Feijoo S.'Ota & Villa,
e Papaina, 2011) (Lietal., 2016)
panificacéo o relaxamento da massa, melhor
Ficina x (Meshram et al., 2019)
volume do péo.
IndUstria do Bromelina Depilatdrio para curtimento dos (Andini et al., 2021)
couro couros
Matar as células da leucemia
Industria Bromelina linfatica, probactérias, parasitas e (MULLER et al., 2016)
farmacéutica e . ' bacilos tuberculosos, ajudando a (Chakraborty et al,
. Papaina LT X
medicina diminuir a inflamacéo, aliviar adore  2021)
promover a digestéo.
Industria Bromelina, Dlsso_l\_/e a gelatina do filme rlscad_o (Engidayehu & Sahu,
g . permitindo que a prata presente seja
fotogréafica Papaina 2020)
recuperada
Inddstria txtil Bromelina, Usado para processar 18, fervura de (Koh et al., 2006)
Papaina casulos e refino de sedas (Ninpetch et al., 2015)

Fonte: Do Autor (2022)
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5. PROTEASES DE CISTEINA VEGETAL COM ATIVIDADES BIOPESTICIDAS

Artropodes pragas e fitoparasitos representam um dos maiores problemas para as
culturas agricolas, pois reduzem a producdo, o que compromete a seguranca alimentar. O
controle atual depende fortemente de agrotoxicos sintéticos que, apesar de eficazes, séo
questionados devido aos seus efeitos nocivos. Uma alternativa sustentavel é o uso de
biopesticidas que, por sua natureza, S0 mais seguros para 0 meio ambiente, usuario e
organismos ndo-alvo. As plantas produzem substancias de defesa em resposta ao ataque de
herbivoros. Um exemplo claro é o latex, uma emulsdo pegajosa exsudada em resposta a uma
lesdo fisica (Agrawal, and Konno, 2009).

Compostos pré-formados em latex, como proteases, quitinases e proteinas de ligacdo a
quitina, desempenham importantes papéis defensivos contra microbios e/ou insetos (Ramos et
al., 2019). Muitas dessas proteases sdo cisteino proteases, embora também tenham sido
observadas metaloproteases toxicas para insetos e serino proteases. Os locais de atividade de
protease toxica variam desde o intestino médio do inseto até a hemocele (cavidade do corpo) e
cuticula (Harrison and Bonning, 2010). As cisteino proteases, presentes em alguns frutos e no
latex de plantas, tém sido relatadas como uma alternativa promissora para o controle de diversas
pragas (Tabela 2). Por exemplo, proteases de cisteina presentes em Carica papaya e Ficus
virgata, demonstraram causar forte toxicidade e inibigdo de crescimento contra larvas de
Lepidoptera, sugerindo que o latex vegetal e as proteinas que ele contém, cisteino proteases,
em particular, fornecem as plantas um mecanismo geral de defesa contra insetos herbivoros
(Konno et al., 2004).

Wijanarko et al. (2017) demonstraram que o extrato de papaina (latex de folhas de
mamao, casca de mamao e frutos de mamao) foi poderoso o suficiente para matar Spodoptera
litura, uma das principais pragas da pimenta vermelha (Capsicum annuum). Da mesma forma,
actinidina, uma cisteina protease do kiwi (Actinidia deliciosa), demonstrou afetar o crescimento
e a sobrevivéncia de S. litura (Malone et al., 2005). Foi avaliada a atividade bioensecticida da
zingibaina, uma cisteina protease do gengibre vermelho (Zingiber officinale var. Rubrum),
sobre a lagarta do cartucho (Spodoptera sp.) embora a pesquisa tenha mostrado alta atividade
enzimatica, extrato de gengibre vermelho bruto néo foi forte o suficiente para mata-los (Afnan
et al., 2018). Em quanto a isso, a entrega de cisteino proteases por meio de nanoencapsulacao
foi recentemente investigada como uma ferramenta biolégica promissora para o controle de

insetos-praga (Batool et al., 2021).
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As CPs também sdo conhecidas por atuarem na digestdo da cuticula de nematoides.
Stepek et al. (2007) mostraram que papaina pura do mamao (Carica papaya), latex bruto de
mamao (C. papaya), bromelina do caule do abacaxi (Ananas comosus) e actinidina do suco de
Kiwi (Actinidia chinensis) causaram digestdo da cuticula e diminuicdo da atividade de dois
nematoides Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica e algumas proteinas cisteina
também afetaram os juvenis de segundo estagio de Globodera rostochiensis. Da mesma forma,
foi relatado que as proteases presentes no latex de Euphorbia milii (milina e miliina), possuem
atividade nematicida, causando reducdes de 65,59% ap0s 24 horas e 96,46% apds 48 horas. em
juvenis de Panagrellus redivivus (Sufiate et al., 2017).

Além disso, foi relatado que Synadenium grantii, uma planta Euphorbiaceae comumente
encontrada no Brasil, contém proteases com atividade nematicida, causando 100% de
mortalidade no nematoide fitoparasitas Meloidogyne incognita e 72% em Panagrellus redivivus
(Gomes et al., 2018). Sufiate et al. (2021) purificaram trés proteases presentes no latex de
Euphorbia trigona, denominadas neste estudo trigonina 1, 2 e 3, e cujos pesos moleculares
encontrados foram, respectivamente, 36, 31 e 29 kDa. Os autores descobriram que o extrato
bruto do latex contendo as trés proteases de E. trigona reduziu o nimero de jovens vivos de M.
incognita foi reduzido em 96% apds 24 horas de tratamento.

A fim de controlar fungos de importancia agrondémica, o efeito fungicida das proteases
de cisteina também tem sido estudado. Lépez-Garcia et al. (2012) avaliaram o efeito da
bromelaina isolada de abacaxi (Ananas comosus), sobre o crescimento de Fusarium
verticillioides, Fusarium oxysporum e Fusarium proliferatum. O estudo demonstrou gque a
bromelaina do caule apresenta uma potente atividade antifangica contra fitopatégenos e sugere
seu potencial uso como agente eficaz na protecao de cultivos.

O controle de bactérias fitopatogénicas por proteases de cisteina ainda ndo foi relatado.
No entanto, foram relatados estudos do efeito antibacteriano de Bromelia karatas L. rico em
proteases de cisteina (ananaina e bromelaina) com atividade antibacteriana contra patégenos de
origem alimentar Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium (Avalos-Flores et al.,
2022).
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6. PROTEASES DE CISTEINA VEGETAL COM ATIVIDADE
ANTIPARASITARIA

Tanto pragas ectoparasitos quanto pragas endoparasitos causam sérios problemas na
pecuaria, afetando o bem-estar animal e reduzindo a producdo. O maior problema atual, além
dos efeitos colaterais ambientais, é o fato de que a maioria dos parasitos estd se tornando
resistente a maioria das drogas sintéticas. Nesse contexto, esforcos estdo sendo feitos (Tabela
2) para encontrar alternativas sustentaveis para o controle desses parasitos (de Leon et al., 2020;
Selzer & Epe, 2021).

Domingues et al. (2013) relataram pela primeira vez um estudo do efeito do extrato
aquoso de casca de abacaxi e bromelina extraida do caule sobre larvas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, o extrato de frutos e a bromelina a 500 mg/mL apresentaram inibicao
de oviposicédo de 39,1% e 41,1%, inibig&o de eclosdo de 33,3% e 0%, reproducéo estimada de
42 e 65 e percentual de eficacia de 59,4% e 55,7%, respectivamente, no entanto, nenhuma das
diluicdes testadas foi eficaz contra as larvas de R. (Boophilus) microplus. Por outro lado,
Juasook et al. (2018) investigaram os efeitos in vitro de extratos de casca e coracao de abacaxi
em fémeas de Rhipicephalus sanguineus, e constataram que esses extratos podem ser
considerados potentes agentes naturais, pois reduzem a reproducdo de fémeas de R. sanguineus
e controlam a populagao de carrapatos. Da mesma forma, Filgueiras et al. (2021) investigaram
a atividade do latex de frutos de C. papaya L. em fémeas ingurgitadas de R. microplus e
constataram que todas as concentracdes de latex ativo causaram mortalidade média significativa
em larvas de R. microplus. Além disso, observou-se diminui¢do do peso da massa de ovos em
fémeas tratadas com latex de mamado ativo ou latex desnaturado em relagdo ao seu grupo
controle tratado apenas com agua destilada.

Em relacdo aos endoparasitas animais, sabe-se ha muito tempo que as proteases de
cisteina possuem propriedades anti-helminticas (Satrija et al., 1995; de Amorin et al., 1999). A
cuticula do nematoide é composta de coladgeno e cuticulina, e estudos recentes mostram que
essas proteinas da cuticula do nematdide sdo alvos moleculares para cisteinas de proteinas
vegetais (Njom et al., 2021). Assim, varios estudos tém sido publicados demonstrando o efeito
anti-helmintico. Hunduza et al. (2020) demonstraram que a bromelaina encapsulada tem
atividade anti-helmintica sobre ovos, larvas e vermes adultos do parasita H. contortus,
indicando que a encapsulacdo de bromelina pode ser avaliada como um novo medicamento

anti-helmintico para controle de H. contortus em ruminantes.



71

A cisteina protease do latex de Ficus benjamina também exibe atividade anti-helmintica
contra H. contortus, ja que foi relatado inibicdo tanto no desenvolvimento quanto o
desembainhamento das larvas com 50% de inibicdo nas concentrac6es de 0,26 e 0,79 mg/mL,
respectivamente (Wanderley et al., 2018). Peachey et al. (2016) demostraram eficacia anti-
helmintica das PCs frente a helmintos parasitas de equinos, ja que se observou um potente efeito
anti-parasitico no teste da escotilha de ovos, atribuindo esse efeito as proteases de cisteina do
latex de mamao, Da mesma forma, Mansur et al. (2016) relataram que CPs do latex do mamao,
e também os de abacaxi, sdo altamente eficazes contra o cestoide de equino Anoplocephala
perfoliatain, causando uma reducdo significativa da motilidade e levando a morte dos vermes,
indicando que essas enzimas derivadas de plantas podem ser desenvolvidas em anthelminticos

uteis de amplo espectro.

Tabela 2 Proteases de cisteina com atividade biopesticidas e antiparasitaria

Planta (parte da

Enzimas Atividade Praga alvo Referéncia
planta)
larvas de Samia ricini
Carica papaya (Saturniidae) e duas
Papaina, (Latex de folhas), Inseticida pragas polifagosas, (Konno et al.,
Ficina Ficus virgata mamestra brassicae 2004)
(Latex de folhas) (Noctuidae) e Spodoptera
litura (Nouctidae)
Carica papaya
Papaina (Latex de folhas, Inseticida Spodoptera litura (Wijanarko et al.,
P casca de frutos e (Nouctidae) 2017)
frutos)
- Actinidia - Spodoptera litura (Malone et al.,
Actinidina o iciosa (frutos)  "SeUCI9R (Noyctidae) 2005)
Zingiber
Zingibaina  officinale Inseticida Spodoptera sp. (Afnan et al., 2018)
(Rizomas)
Papai Ananas comosus Meloidogyne incognita e
apaina, le). Cari Meloid . -
Bromelina (Caule), arica o Meloidogyne javanica e (Stepek et al
papaya (Latex de Nematicida  juvenis de segundo N
e . . 2007)
- frutos) e Actinidia estagio de Globodera
Actinidina L A
deliciosa (frutos) rostochiensis
Milina e Euphorbia milii - o (Sufiate et al.,
Miliina (Latex) Nematicida  Panagrellus redivivus 2017)
N Euphorbia - . . . .
Trigonina trigona (Lé&tex) Nematicida  Meloidogyne incognita Sufiate et al. (2021)
Fusarium verticillioides, . .
. Ananas comosus - . (Lopez-Garcia et
Bromelina Fungicida Fusarium oxysporum e

(caule)

Fusarium proliferatum

al. 2012)



Bromelina

Papaina
Bromelina

Ficina

Papaina,
Bromelina

Papaina

Ananas comosus
(frutos e caule)

Carica papaya
(Latex de frutos)
Ananas comosus
(frutos)

Ficus benjamina
(Latex)

Carica papaya
(Latex de frutos)
e Ananas
comosus (frutos e
caule)

Carica papaya
(Latex de frutos)

Acaricida

Acaricida

Anti-
helmintica

Anti-
helmintica

Anti-
helmintica

Anti-
helmintica

Rhipicephalus
(Boophilus) microplus e
Rhipicephalus
sanguineus
Rhipicephalus
(Boophilus) microplus

Haemonchus contortus

Haemonchus contortus

Anoplocephala
perfoliatain

Ciatostomineos
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(Domingues et al.
2013 e Juasook et
al. 2018)

(Filgueiras et al.
2021)

(Hunduza et al.
2020)
(Wanderley et al.,
2018)

(Mansur et al.,
2016)

(Peachey et al.,
2016)

Fonte: Do Autor (2022)
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

De acordo com os estudos aqui citados, as proteases de cisteina vegetal parecem ser uma
alternativa promissora para o controle sustentavel de pragas agricolas e parasitas de animais.
Nesse sentido, dentro das alternativas promissoras das proteases de cisteina para o controle de
pragas, estd o desenvolvimento de biopesticidas e antiparasitarios como métodos sustentaveis.
Por outro lado, ha o desenvolvimento de plantas resistentes a pragas e patdégenos. Em quanto a
isso, a familia genética PLCPs além do C. papaya, Ananas comosus, Ficus carica, Actinidia
deliciosa, também foram identificadas no genoma de Arabidopsis, Ricinus communis L. (Zou
et al., 2018), Hevea brasiliensis L. (Zou et al., 2017), Zea mays (Schulze et al., 2019), Oryza
sativa (Nifio et al., 2020), Glycine max (Yuan et al., 2020), Gossypium hirsutum (Zhang et al.,
2019) e Vitis vinifera L.(Kang et al., 2021), destacando as cisteino-proteases como elementos
centrais na imunidade das plantas, o que abriria uma alternativa de melhoramento genético para
obtencdo de culturas resistentes a pragas e patogenos.

No entanto, ainda hd muitos estudos que precisam ser feitos para melhorar nossa
compreensdo dos mecanismos de acao das cisteino proteases. Por exemplo, como a eficacia
dessas enzimas pode variar de uma fonte vegetal para outra? E possivel que ao desenvolver
plantas capazes de aumentar a producdo dessas enzimas, elas também possam aumentar a
resisténcia a pragas? Como 0s mecanismos de acdo dessas enzimas podem se comportar em
diferentes espécies de pragas e parasitas? Como a especificidade pode ser alcancada? Seria

possivel melhorar a eficacia dessas enzimas combinando-as com outras substancias?
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