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RESUMO

Alphitobius diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae), o cascudinho, € um
inseto-praga carreador de patdgenos para aves. Este trabalho analisou os efeitos de
preparacdes contendo proteinas (infuséo, extrato, fracédo e lectina solivel em agua -
WSMolL) e o6leo fixo de sementes de Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) na
sobrevivéncia de A. diaperinus adultos. Dieta artificial contendo diferentes
concentragOes de infusédo, extrato, fragdo ou WSMoL foram oferecidas aos insetos por
sete dias. O peso dos insetos, o consumo de dieta e a mortalidade foram avaliados.
O efeito in vitro das preparagdes sobre enzimas digestivas dos insetos foi
determinado. O dleo foi investigado quanto a toxicidade por contato para A. diaperinus
adultos e efeito in vitro na atividade de acetilcolinesterase. A infuséo, o extrato, a
fracdo e WSMoL néo afetaram a sobrevivéncia de A. diaperinus, mas acarretaram
rejeicao da dieta e consequente reducao do peso dos insetos. Nao houve interferéncia
na atividade de proteases totais, contudo, a atividade de tripsina simile foi estimulada
em presenca da fracdo proteica e de WSMoL, enquanto a atividade de a-amilase foi
estimulada pela infusédo e inibida pela fracdo e por WSMoL. O 6leo matou os insetos
(LCs0 de 17mg/mL) e inibiu a atividade da acetilcolinesterase. Em conclusédo, a
infusdo, o extrato e a fracdo proteica de sementes de M. oleifera, bem como WSMoL
sdo agentes deterrentes para A. diaperinos adultos. Adicionalmente, o Oleo fixo &
toxico por contato para A. diaperinus adultos e seu mecanismo de acdo inseticida

pode estar ligado a inibicdo de AChE.

Palavras-chave: Toxicidade por contato. Protease. Amilase. Acetilcolinesterase.



ABSTRACT

Alphitobius diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae), the mealworm, is an insect
pest that carries pathogens for birds. This work analyzed the effects of preparations
containing proteins (infusion, extract, fraction and water-soluble lectin - WSMoL) and
the fixed oil from Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) seeds on the survival of A.
diaperinus adults. Artificial diet containing different concentrations of infusion, extract,
fraction or WSMoL were offered to the insects for seven days. Insect weight, diet
consumption and mortality were evaluated. The in vitro effect of the preparations on
digestive enzymes of insects was determined. The oil was investigated for contact
toxicity to A. diaperinus adults and in vitro effect on their acetylcholinesterase activity.
The infusion, extract, fraction and WSMoL did not affect the survival of A. diaperinus,
but resulted in rejection of the diet and consequent reduction in insect weight. There
was no interference in the activity of total proteases, however, trypsin-like activity was
stimulated in the presence of the protein fraction and WSMoL, while the a-amylase
activity was stimulated by the infusion and inhibited by the fraction and WSMoL. The
oil killed the insects (LC50 of 17mg/mL) and inhibited acetylcholinesterase activity. In
conclusion, the infusion, extract and protein fraction of M. oleifera seeds, as well as
WSMoL are deterrent agents for A. diaperinos adults. Additionally, the fixed oil is toxic
by contact to adult A. diaperinus and its insecticidal mechanism of action may be linked
to AChE inhibition.

Keywords: Contact toxicity. Protease. Amylase. Acetylcholinesterase.
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A avicultura é uma atividade do setor agricola brasileiro que tem inquestionavel
importancia socioeconémica devido ao seu histérico no pais, que iniciou com o
objetivo de subsisténcia e hoje conta com processos modernos que aumentam
significativamente a producdo (Zen et al., 2019). Embora o Brasil ndo enfrente
prejuizos com doencas contagiosas que existem em outros paises produtores (Ma, et
al., 2015; Li; Chen, 2021; Mcclaughlin et al., 2024), a presenca do Alphitobius
diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae) acarreta prejuizos zootécnicos e

sanitarios graves.

Conhecido popularmente como cascudinho, A. diaperinus é uma praga do setor
avicola com origem Africana e boa adaptacdo ao ambiente imido e escuro presente
nos galpdes de criacdo de frangos de corte (Genden; Axtell, 1987; Uemura et al.,
2022). O ciclo de vida de A. diaperinus compreende as fases de ovo, larva (8 a 11
instares) pupa e adultos, e se completa em aproximadamente 55 dias (Silva et al.,
2005). O inseto é transportador de doencas aviarias e reservatorio de patégenos
(Vittori et al., 2007; Segabinazi et al., 2005; Crippen et al., 2017; Donoso; Paredes;
Retamal, 2020), apresentando persisténcia de Salmonella durante a metamorfose
(Crippen et al., 2012). Esses dados mostram que A. diaperinus representa um risco a

saude de aves e humanos (Tamburro et al., 2022).

Para que haja o controle populacional desse inseto, um dos principais métodos
€ 0 uso de inseticidas sintéticos (Zefeiriadis; Sakka; Athanassiou, 2021). Contudo, ha
uma limitacéo, visto que estes agentes persistem no ambiente (Schaafma et al., 2016),
podendo causar intoxicacfes as aves e a organismos ndo-alvo. Nesse sentido, é
fundamental que haja o desenvolvimento de novas estratégias para o controle de A.
diaperinus e a utilizacdo de inseticidas naturais tem despertado o interesse da
comunidade cientifica (Pavela, 2016). Compostos naturais apresentam vantagens
como a biodegradacdo no ambiente e a possibilidade de participar sinergicamente na
atuacao de inseticidas ja comercializados, evadindo mecanismos de defesa dos
insetos (Lybrand et al., 2020; Ismal, 2021).

Dentre as varias espécies de plantas com atividade inseticida, destaca-se a
Moringa oleifera, uma espécie pantropical com alto valor nutricional e muitos

beneficios medicinais (Padayachee; Baijnath, 2020). Todas as partes de M. oleifera
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tém sido descritas para uma diversidade de aplicagdes (Meireles et al., 2020). Extrato
aquoso e a lectina WsMoL purificada das sementes de M. oleifera apresentaram
atividade inseticida contra o vetor de arboviroses Aedes aegypti (Oliveira et al., 2016;
Oliveira et al., 2017; Oliveira et al. 2020); também h& a utilizacao para o tratamento de
agua através de atividade coagulante (Yamaguchi et al., 2021), atividade antioxidante
(Jahan et al., 2018; Liang et al., 2019) e antimicrobiana (Jabeen et al., 2008). Suas
sementes possuem uma quantidade significativa de 6leo, sendo o acido oleico seu
composto majoritario (Lalas; Tsaknis, 2002) que traz beneficios para a saude como
capacidade antioxidante (Leone et al., 2016).

Dado o conhecimento do potencial inseticida das sementes de M. oleifera, este
trabalho avaliou a susceptibilidade de A. diaperinus adultos a diferentes preparacoes
de sementes de M. oleifera. Os efeitos da infusédo, extrato, fracdo proteica e WsMoL
foram avaliados quanto a toxicidade por ingestéo e efeito sobre a atividade de enzimas
digestivas dos insetos. Adicionalmente, o 6leo fixo foi investigado quanto a toxicidade

por contato e acao sobre a enzima acetilcolinesterase (AChE).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Avicultura
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A avicultura é um segmento do setor agropecuario que apresenta constante
crescimento no decorrer dos anos, principalmente o setor de frangos de corte que tem
acompanhado o processo de globalizacdo. Essa atividade econdmica deve ser
analisada dentro de um complexo industrial composto por faces, desde a producgao
até as condi¢Bes de comercializacdo. Em consequéncia do acompanhamento das
tecnologias, o Brasil consegue se manter numa posicao de terceiro maior produtor e
0 maior exportador de carne de frango. Por apresentar constante presenca na mesa
dos brasileiros é um setor que gera grande dependéncia no que diz respeito ao
abastecimento em todo o territério nacional (VIEIRA; DIAS, 2005; COELHO;
DOMINGUES; SILVA, 2021; EMBRAPA, 2021).

O avanc¢o na tecnologia direcionada a criacdo de aves proporcionou maior
otimizagdo na cadeia produtiva (TALAMINI, 2022). Isso é refletido em diversos
aspectos como por exemplo no tempo de abate cada vez menor, ja que os valores
nutricionais presentes em uma racdo adequada séo elevados (GARCIA; GOMES,
2019). A producédo de carne de frango no Brasil representou 14.5 milhdes de
toneladas, onde 4.8 milhdes de toneladas foram destinadas a exportacdo, no periodo
de janeiro a dezembro de 2022, segundo o relatério da Associacdo Brasileira de
Proteina Animal (ABPA). Dessa forma, ainda segundo a ABPA, o maior consumidor
do setor avicola segue sendo o mercado interno (67,83%), onde 0 consumo per capita
atinge 45,56 kg/hab. Outro fator apontado para o crescimento do Brasil no setor
avicola é a formac&o do complexo entre os pequenos produtores e as multinacionais
instaladas no pais. Essa unido promove a implementacao de técnicas avancadas na
criacdo de aves, conseguindo assim alcancar o alto grau de produtividade observado
(SORJ, 2008; VOGADO, 2016).

Hé& alguns anos existe a tendéncia mundial de boas préticas de criacdo com
foco no bem-estar animal. No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) por meio do Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA)
estabelece medidas de prevencdo para as principais doencas que afetam o setor
avicola, seguindo o Cédigo Sanitario para Animais Terrestres, da Organizacao
Mundial de Saude Animal (OMSA) mostrando assim a relevancia do tema (site do
MAPA). O conjunto de tecnologias que séo utilizadas nas constru¢cbes adequadas

para frangos de corte sdo essenciais para reforcar o compromisso com o bem-estar
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animal, dando conforto térmico oferecido e as melhores condi¢cdes de desempenho
(RIBEIRO; JUNIOR, 2022).

A dieta para frangos de corte é composta por aditivos que podem ter funcéo de
aumento do valor nutricional ou promoc¢ao da protecao contra doencas. O uso de
antibioticos é feito de forma estratégica para evitar contaminac¢des, porém seu uso
pode gerar problemas de resisténcia microbiana (BAHULE; SILVA, 2021; FERREIRA,
2022). Tal resisténcia causa danos ndo somente ao animal como também para o
consumidor final (VAN et al, 2020).

O conhecimento das particularidades relacionadas as espécies que fazem
parte da producédo animal no Brasil é extremamente importante, visto que é um pais
gue apresenta condicdes climaticas que variam conforme as especificidades de cada
regidio (CAVALCANTI, 2016; NOBREGA et al., 2011). Um estudo bioclimatico
realizado em Sergipe, regido nordeste do Brasil, indica um periodo curto de conforto

térmico para as aves que sdo criadas nessa regiao (SANTOS et al., 2014).

A reutilizacdo da cama de aviario € uma pratica comum em muitos paises,
incluindo o Brasil, porém deve ser respeitada a sanidade avicola. Essa pratica
favorece o risco iminente de patdgenos em contato com as aves que serao
comercializadas e normas técnicas e barreiras comerciais vem sendo impostas para
comprovacao da inativacdo de patdégenos (VAZ et al, 2017). Em um estudo fisico-
guimico da cama de frango tratada com cal e fermentacao rasa revelou o aumento da
concentracdo de amonia e do pH juntamente com a ineficiéncia dessa alternativa no
controle da Salmonella spp (GEHRING, 2020).

Dessa forma, a avicultura em determinadas regides brasileiras passa por um
longo periodo térmico critico, ou seja, ha a ocorréncia de temperatura favoravel para
o desenvolvimento de insetos patogénicos, incluindo o Alphitobius diaperinus
(CHERNAKI; ALMEIDA, 2001; GARCIA; PARRA, 2022; RODRIGUES, 2004,
ZAFEIRIADIS.; BALIOTA.; ATHANASSIOU, 2023).

2.2 Alphitobius diaperinus (Panzer)



13

A familia Tenebronidae engloba mais de 2.300 géneros e 20.000 espécies
(MATTHEWS et al., 2010; NABOZHENKO, 2019). Apesar do elevado numero de
espécies, as que mais se adaptaram a regido tropical e aos aviarios foram A.
diaperinus e A. piceu (PAIVA, 2000). Contudo, ha outras espécies que sao
frequentemente associadas a grédos armazenados e sdo conhecidas pelo seu
potencial de danos como pragas primarias e secundarias (ATTA et al., 2020;
DESHWAL et al., 2020).

Alphitobius diaperinus (Panzer) € um inseto pertencente a ordem coledptera,
usualmente referido como cascudinho da cama de aviario (Figura 1). Sdo causadores
de problemas no segmento industrial, ocasionando severas perdas e riscos sanitarios,
pois se alimentam da pele e carcaca dos animais (DUNFORD; KAUFMAN, 2006;
SCHMIDT; ABREU, 2023). Esse ponto, embora traga consigo a existéncia de um
prejuizo, a presenca do A. diaperinus também pode ser usada como beneficio quando
direcionada para a limpeza de pecas osteologicas para colecdes bioldgicas (DAHMER
et al., 2023), ou para degradacdo de plastico gracas a sua microbiota intestinal
(CUCINI et al., 2020).

Figura 1: A: Alphitobius diaperinus adulto. Foto: Sammarco; Hinkle; Crossley, 2023.

B: Substrato com a presenca do aglomerado de A. diaperinus. Foto: a autora (2024).

A B
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A introducdo do A. diaperinus no setor de producdo animal provavelmente
ocorreu por meio do transporte de racdo contaminada e permaneceu devido a oferta
abundante de alimentacdo e ambiente propicio para seu desenvolvimento
(RIGOPOULOU; RUMBOS; ATHANASSIOU, 2023). O proprio sistema de producéo
favorece o sucesso adaptativo do A. diaperinus. A cama aviaria € o ambiente ideal
para a sua reproducéo e aumento populacional, pois proporciona abrigo e alimentacéo
(RUMBOS; PANTAZIS.; ATHANASSIOU, 2020; RIGOPOULOU; RUMBOS;
ATHANASSIOU, 2023)

O ciclo de vida do inseto tem duracédo entre 40 e 100 dias. Apresentam fases
de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 2). As fémeas colocam em média 2000 mil ovos
em sua fase reprodutiva (PAIVA, 2000) e a eclosao das larvas ocorre entre quatro a
sete dias. A larva passa por aproximadamente onze instares que tém seu
desenvolvimento 6timo variando de 30° a 33°C. Temperaturas abaixo de -10°C e
acima de 45°C causam mortalidade em larvas e adultos de A. diaperinus (GAZONI et
al., 2012). A fase de pupa ocorre dentro de 5 dias, originando adultos que reiniciam o
ciclo reprodutivo apés 20 dias. Tanto as larvas quanto os adultos apresentam habitos
noturnos (DUNFORD; KAUFMAN, 2006; UEMURA et al., 2022).

Figura 2: Fases do clico de A. diaperinus.
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Adaptado de Sammarco; Hinkle; Crossley, 2023.

Os espinhos da tibia sdo utilizados para diferenciar machos e fémeas de A.
diaperinus. Machos possuem espinhos curvos e fémeas espinhos retos (Figura 3)
(CHERNAKI, 2001). Mais recentemente Arena & Defago (2020) propuseram a analise
do oitavo esternito para diferenciacdo de machos e fémeas, sendo um método
habilitado para identificacdo em animais vivos (Figura 4). Machos e fémeas de A.
diaperinus possuem outras diferencas: As fémeas possuem maior tamanho corporal
ocasionando interferéncia no periodo de sobrevivéncia em ambientes secos (Renault;
Coray, 2004); Machos produzem (R)-(+)-limoneno, (E)-B-ocimeno, (S)-(+)-linalool,
(R)-(+)-daucen, e 2-nonanoa como feromoénios especificos que variam em resposta a
oferta e qualidade do alimento e acredita-se funcionar como um feroménio de
agregacao (Figura 5) (BARTELT et al., 2009).

Figura 3: Identificacdo de machos e fémeas de Alphitobius diaperinus através

da curvatura dos espinhos da tibia
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Fonte: CHERNAKI (2001).

Figura:4 Visao ventral de adultos de Alphitobius diaperinus revelando a regido

posterior do 8° esternito abdominal. Em fémeas a regido € arredondada (A), ao

passo que nos machos essa regido apresenta dois picos (B).

A 1mm B

Fonte: Arena; Defag6 (2020)

Figura 5: Feromonios produzidos por machos de Alphitobius diaperinus.
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(R)-(+)-limonene

12

(S)-(+)-linalool {R)-(+)-daucene

Fonte: Bartelt et al., 2009.

O tempo de vida do inseto pode variar em condi¢cdes naturais e experimentais.
Em condicfes laboratoriais, a maior vulnerabilidade no ciclo de vida de A. diaperiunus
€ vista na fase larval (SILVA, 2005). A mortalidade de A. diaperinus também foi
avaliada em condi¢cdes de campo (SZCZEPANIK, 2020). A exigéncia térmica para o
desenvolvimento do inseto mostra que seu controle tem maior eficiéncia durante
periodos com temperaturas mais baixas (CHERNAKI; ALMEIDA, 2001).

Em razdo da alta taxa reprodutiva, A. diaperinus é frequentemente causa
grandes dificuldades na criacdo comercial de aves, jA que tem a capacidade de
lesionar a pele das aves, causar estresse, infec¢cdes e morte (Matias, 1992; Rezende,
2009). Problemas que culminam em prejuizos sanitarios e econébmicos como a
coccidiose, causada pela Eimeria spp, que pode tornar inviavel um lote por completo
(GOODWIN; WALTMAN, 1996; SILVA et al., 2022)

Os problemas causados pelo A. diaperinus ultrapassam preocupacdes
financeiras e culminam numa consequéncia muito mais preocupante como questdes
sanitarias (JAPP et al., 2010), visto que a pandemia de COVID-19, no ano de 2020,
teve sua disseminacdo a partir da presenca do SARS-Cov-2 em carnes
comercializadas em mercados publicos de Wuhan, na China (ALBUQUERQUE et al.,
2020; MORENS, 2020). Schrockenstein et al. (1988) comprovaram que a manipulagao
dos besouros gerou resposta imunolégica em pesquisadores que apresentavam

sintomas de asma, rinite, conjuntivite, urticaria e angioedema. A. diaperinus mortos
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apresentam uma maior taxa de esporos dos géneros Aspergillus e Penicillium no
exoesqueleto (SOARES; WEBER; SCUSSEL, 2018). Dessa forma, o controle
populacional do A. diaperinus em granjas e mais pesquisas direcionadas ao controle
do inseto s&o de extrema necessidade, dada a probabilidade de contaminagéo em

frangos que serdo comercializados.

Outro fator prejudicial as aves € a substituicdo da racdo balanceada por larvas
e adultos do colebdptero, em razdo do comportamento que possuem de comer
gualquer objeto em movimento, o que afeta principalmente as aves mais jovens.
Despins e Axtell (1995) avaliaram o comportamento alimentar e o crescimento de
frangos de corte alimentados com larvas de cascudinhos. A diferenca do peso médio
corporal de aves alimentadas com larvas foi de 173g, significativamente menor do que
aquelas que so receberam racdo. Além de o peso médio corporal ser menor, as aves
mostraram sinais de estresse durante o periodo de alimentacdo com larvas e
apresentaram alta vocalizacao, fezes aguadas e com presenca de cuticula larval. A.
diaperinus atua como carreador de diversos patégenos como Clostridium perfringens,
causador da enterite necrotica (VITTORI, 2007), bem como diversas espécies da
familia Enterobacteriaceae presentes na superficie externa e interna do animal
(SEGABINAZI et al., 2005). Pintos de corte, devido ao seu préprio habito de explorar
0 ambiente, acabam ingerindo larvas e adultos de A. diaperinus no lugar da racéo
balanceada, gerando problemas zootécnicos. A ingestéao de larvas do coledptero gera
0 menor ganho de peso em relagédo as aves alimentadas com racdo. Ademais, foram

vistos sinais de estresse e desregulacéo fisiologica (DESPINS; AXTELL, 1995).

2.3 Controle populacional de A. diaperinus

H& muito tempo, inseticidas sdo utilizados para o controle de espécies que, em
crescimento populacional descontrolado, sdo consideradas pragas. Usualmente os
inseticidas quimicos sdo os mais utilizados contra A. diaperinus. Matias (1992)
mostrou a utilizacdo de DDT a 0,5% e Malathion a 0,7% para controle de A. diaperinus,
porém ambos sdo extremamente toxicos. Mais recentemente, tém sido utilizados o
organofosforado diclorvos e o piretréide cipermitrina (MATIAS, 2005; CHERNAKI et

al.,, 2011). A eficiéncia do organofosforado pirimifés-metilico e do modulador de
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receptores de acetilcolina spinosad, produto da fermentagcdo do fungo de solo
Saccharopolyspora spinosa, também tem sido descrita (ZAFEIRIADIS et al., 2021).

De fato, 0 uso dessas substancias leva a uma rapida reducao da densidade
populacional dos insetos, contudo, todas sédo altamente toxicas (CASTANHEIRA,;
GONCALVES, 2023) e a recorréncia do uso, muitas vezes em concentragdes
inadequadas ou em tratativas errbneas, acelera 0 aparecimento de insetos
resistentes, além de prejudicar fortemente o ambiente e os recursos naturais (HAMM,
2006; CHERNAKI et al., 2011; SMITH et al., 2022). Ademais, mesmo com todas essas
opcoOes de inseticidas sintéticos, o controle de A. diaperinus nas propriedades avicolas
tem apresentado dificuldades e, nesse sentido, alguns métodos alternativos de
controle precisam ser empregados (JAPP et al., 2010).

A resisténcia cruzada em A. diaperinus foi previamente relatada e este fato
aponta par a necessidade de investigar outros potenciais alvos moleculares para acao
de novos agentes inseticidas (LAMBKIN; RICE; FURLONG, 2010). Nesse sentido,
mecanismos envolvidos na digestdo dos insetos tém sido apontados pelos
pesquisadores da area como alvos promissores (SILVA; FERNANDES; OLIVEIRA,
2017; PINTO, 2020). Adicionalmente, o conhecimento da biologia e ecologia da
espécie alvo € essencial para que o controle populacional seja eficiente com 0 minimo
de danos as espécies ndo alvo (TANG; CHEK, 2008). Desse modo, conhecer
caracteristicas bioticas como ciclo de vida do inseto e enzimas envolvidas em
processos cruciais para sua sobrevivéncia, bem como abidticas, incluindo a melhor
temperatura para o desenvolvimento sdo essenciais para um controle efetivo
(PICANCO; GONRING; OLIVEIRA,2010). Para obtencéo de um controle populacional
mais eficiente, podem ser empregadas técnicas do manejo integrado de pragas que
compreendem diferentes métodos (OLIVEIRA et al., 2013), incluindo controle quimico
(RENAULT; COLLINET, 2021), fisico (ARTHUR et al., 2018) e biolégico (SANTORO
et al., 2008; KOC et al., 2022).

A utilizacdo de compostos naturais com propriedades inseticidas € uma escolha
interessante para minimizar os problemas associados ao uso de inseticidas
neurotoxicos (HONATEL, 2022; CEMIN; SPAZZIN; BELLON, 2023). Contudo, sua
utilizacéo pode ser limitada por conta da disponibilidade natural e muitas vezes do
custo elevado para sua obtencéo. As plantas produzem a partir do seu metabolismo

primario (e. g. proteinas inseticidas) e secundario (e. g. compostos fendlicos,
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alcaloides e terpenoides) uma série de compostos que podem ser empregados para
o controle de pragas (SAITO et al., 1997; BORGES; AMORIM, 2020; JUNIOR, 2003)
por interagir com moléculas ao nivel das membranas no epitélio intestinal e
estabelecer interagdes com componentes celulares levando ao rompimento celular
(BARNETT, 2014; HONATEL, 2022). Dessa forma, podem afetar a ingestdo de
alimentos, absorcdo de nutrientes, crescimento, desenvolvimento (inibicdo do
horménio de ecdise), fertilidade e comportamento de oviposicdo. Além disso, podem
atuar no sistema nervoso afetando os neurotransmissores excitatérios e inibitérios
(acetilcolina e GABA — acido gamaaminobutirico - respectivamente), receptores da
fenda sinaptica (acetilcolina, nicotinico, octopamina, tiramina) e canais de sodio
(REGNAULT-ROGER et al., 2012; PAVELA E BENELLI, 2016; CRISTO;
BERTONCELI; SALES, 2021).

2.4 Organizacao do sistema digestivo dos insetos

Existe uma enorme variedade de espécies de insetos na terra, logo € possivel
imaginar que a mesma diversidade acompanhe peculiares caracteristicas de cada
espécie. Diferentes habitos alimentares requerem diferentes tipos de sistemas
digestivos que corroboram com a dieta utilizada para alimentacéo e sobrevivéncia da
espécie mediante presenca de uma microbiota Unica (TERRA, 1990; MRAZEK et al,
2008; ENGEL; MORAN, 2013).

De modo geral, o intestino dos insetos é dividido em: anterior, médio e posterior,
também chamados de estomodeu, meséntero e proctodeu respectivamente (Figura
6). No intestino anterior encontramos a boca, a faringe, o eséfago e o papo, que auxilia
na digestdo mecanica e no armazenamento do alimento. Essa parte é revestida por
uma cuticula que os protege quando em contato com alimentos (ENGEL; MORAN,
2013, GULLAN; CRANSTON, 2017).

Figura 6: Esquema geral do intestino de insetos. Linha reta indicando o revestimento
cuticular no estomodeu e no proctodeu e tracejado indicando a membrana peritrofica no

meséntero
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Fonte: Gullan, Cranston (2017).

E no intestino médio (meséntero) onde ocorre grande parte da digestdo nos
insetos (GULLAN, CRANSTON, 2017). Nesse compartimento estdo as células
epiteliais que secretam enzimas digestivas responsaveis pela degradacdo dos
alimentos ingeridos. Importantes enzimas estdo envolvidas no processo digestivo
como a-amilases e proteases (DA LAGE, 2018). Além disso, nos insetos, 0
metabolismo lipidico é essencial durante a reproducéo, fuga, fome e diapausa. Essa
etapa do metabolismo ocorre no corpo gorduroso, que € analogo ao tecido adiposo e
figado dos vertebrados (TOPRAK et al, 2020).

2.5 Proteases

Enzimas conhecidas como proteases conseguem hidrolisar ligacfes peptidicas
em diferentes regifes da molécula alvo (KUMARI et al., 2015). A partir do local de
hidrolise sédo classificadas em endopeptidases, quando a hidrdlise acontece
internamente, e exopeptidases quando hidrolisam ligacBes peptidicas nas
extremidades N-terminal ou C-terminal (BARRETT, 2000). As proteases também
podem ser classificadas em metaloproteases, serinoproteases, asparticoproteases e
cisteinoproteases. Serinoproteases apresentam uma triade catalitica formada por
Asp-His-Ser (Figura 7). As cisteinoproteases contém uma triade Cys—His—Asn no sitio

ativo (Figura 8). J& as metaloproteases possuem um ion metalico em seu mecanismo
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catalitico (Figura 9) e aspéarticoproteases possuem duas unidades de 4cido aspartico
no seu centro catalitico (Figura 10) (BOND; BEYNON, 1995; MACEDO; FREIRE,
2011; VERMA; DIXIT; PANDEY, 2016; BLANKENSHIP et al., 2014; GONCALVES,
2019).

Figura 7: Serinoprotease e sua triade catalitica formada por Asp-His-Ser.

Fonte: Blankenship et al (2014)

Figura 8:Cisteinoprotease e sua triade catalitica formada por Cys-His-Asn.
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Fonte: Verma; Dixit; Pandey (2016)

Figura 9: Representacéo da astacina, uma metaloprotease, com seu sitio

ativo em uma regiéo alfa-hélice onde interage com o zinco (vermelho).

.Fonte: Adaptado de Bond e Beynon, 1995.

Figura 10: Representacdo do modelo da estrutura 3D do dominio dimerizado

asparticopeptidase retroviral.
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Fonte: Gongalves (2019).

2.6 Produtos vegetais com potencial inseticida

A utilizacéo de plantas como fontes de metabadlitos inseticidas cresceu com o
aumento dos problemas relacionados ao surgimento de populacdes de insetos
resistentes devido ao controle populacional malsucedido e o uso indiscriminado de
inseticidas sintéticos (CORREA; SALGADO, 2011; REIS et al., 2023). Nesse contexto,
os produtos intermediarios ou finais do metabolismo das plantas presentes em raizes,
folhas, sementes e outras partes do vegetal podem causar diversas reacdes nos
insetos como alteracbes no desenvolvimento, repeléncia, deterréncia alimentar,
bloqueios bioquimicos e fisioldgicos e morte (LENGAI; MUTHOMI; MBEGA, 2020).

As preparacfes brutas como os extratos de plantas e os 6leos essenciais tém
sido intensamente investigadas como potenciais bioinseticidas, mas a sua
composicado complexa muitas vezes dificulta a identificacdo do agente responsavel
pela acado inseticida. Dessa forma, para a aprovacao comercial, € necesséaria a
identificacdo do principio ativo e seu mecanismo de acdo (MORAIS; MARINHO-
PRADO, 2016).

Os Oleos essenciais de Ocotea odorifera e Eucalyptus viminalis foram avaliados

guanto ao efeito na sobrevivéncia de larvas e adultos de A. diaperinus e foi observado
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que O. odorifera foi mais eficaz em matar larvas e adultos (CL50 adulto 0,26mL I e
larva 0,12mL I'Y) em comparacéo ao 6leo essencial de E. viminalis, utilizando o método
de contato direto (JUNIOR et al., 2010). O 6leo essencial de vassourinha (Cunila
angustifolia) foi eficaz no controle do A. diaperinus em laboratério e em campo, onde
a reaplicacdo na concentragcdo de 5% decorridos 15 dias causou uma maior
mortalidade em comparacdo a alcagao do 6leo essencial em 1%, possivelmente pelo
efeito residual prolongado (PRADO, 2013). O 6leo comercial de Nim (Azadirachta
indica) (>1%) apresentou matou 97,5% dos adultos de A. diaperinus quando testado
por contato. Quando testado sobre a cama do aviario, ndo mostrou eficiéncia, o que
pode ser explicado pelo habito fototrépico negativo do animal que ocasiona um baixo
contato com o principio ativo, visto que este permanece concentrado na superficie da
cama das aves (MARCOMINI, 2009). Oleos essenciais de Dysphania ambrosioides e
Tagetes minuta foram toxicos por contato para A. diaperinus, sendo o primeiro seis
vezes mais eficaz (PETER, 2022). O ¢6leo essencial de Canela (Cinnamomum
zeylanicum) (10%), assim como nanoestruturas a base desse mesmo 0Oleo (5%) foram
toxicos por contato para larvas e adultos de A. diaperinus; De acordo com os autores,
a utilizacdo de nanoestruturas apresenta a vantagem de ndo acarretar efeitos
ecotoxicolégicos (VOLPATO, 2016).

A atividade inseticida dos extratos aquosos de nim, fumo (Nicotiana tabacum)
e eucalipto (Eucalyptus spp) foi avaliada sobre A. diaperinus e o melhor resultado foi
atribuido ao extrato de fumo provavelmente pela presenca da nicotina, um alcaloide
encontrado em diversas plantas (FERREIRA, 2018). Os extratos aquosos de Mamona
(Ricinus communis), Erva de santa maria (Chenopodium ambrosioides) e Carqueja
(Baccharis trimera), todos a 8%, causaram mortalidade de A. diaperinus adultos
(CHARLIE-SILVA, 2019). A. diaperinus também mostrou sensibilidade ao contato com
0 extrato aquoso de Tabaco (Nicotiana tabacum), com efeito dependente do tempo de
contato (JACOMINI, 2016). O extrato hexanico dos ramos da erva de santa maria
(Chenopodium ambrosioides), extrato etandlico dos ramos de Arruda (Ruta
graveolens) e extrato etandlico das folhas de Cinamono (Melia azedarach), todos a

10%, reduziram a sobrevivéncia de A. diaperinus.

Além das preparagfes brutas, metabdlitos vegetais isolados também podem
ser toxicos para insetos, como € o caso das proteinas inseticidas. Dentre essas

proteinas, destacam-se as lectinas, as quais apresentam ao menos um dominio nao
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catalitico que liga reversivelmente a um carboidrato especifico (GABIUS, 2002). As
lectinas podem ser classificadas em merolectinas, hololectinas e quimerolectinas
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995). A maioria das lectinas conhecidas tém a
capacidade de aglutinar células e precipitar glicoconjugados, sdo as conhecidas
hololectinas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Sdo encontradas nos mais diversos
organismos como microorganismos (RUBEENA; ABRAHAM; AARIF, 2022) e animais
(KILPATRICK, 2002), porém a maioria dos estudos estdo concentrados em lectinas
de origem vegetal pela facilidade de isolamento (VAN DAMME, 2022).

Lectinas podem interagir com os carboidratos da superficie de bactérias e
fungos e a subsequente alterar a permeabilidade de suas membranas levando a
inibicdo do crescimento ou morte (DE OLIVEIRA et al., 2020). Lectinas também
interagem com carboidratos presentes em células cancerigenas podendo
desencadear a morte celular (PATRIOTA, 2020), além de apresentarem atividades
imunomoduladora, antiparasitaria, antiviral e serem promissoras para o controle de
insetos-pragas (SINGH; SINGH; SINGH, 2023).

O mecanismo geral da atividade inseticida de lectinas envolve o rompimento
da membrana peritréfica e do revestimento epitelial das células do intestino médio,
bem como ligacdo a glicoproteinas presentes na membrana das células epiteliais do
intestino médio, podendo levar anormalidades funcionais e fisiolégicas, como
hipertrofia das células epiteliais, alongamento das microvilosidades e permeabilidade
da membrana celular alterada, permitindo a entrada de substancias nocivas para a
hemolinfa e absorcédo prejudicada de nutrientes (RAUF et al., 2019); A atividade
entomotoxica das lectinas também inclui reducdo da fecundidade, atraso no
desenvolvimento, mortalidade, reducéo da ingesta de alimento e/ou da eficiéncia de

conversdo em biomassa e diminuicdo da emergéncia de adultos.
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2.7 Moringa oleifera

Moringa oleifera é uma espécie pertencente a familia das Moringaceae que
apresenta grande importancia popular (MAJALI; ALTHUNIBAT; QARALLEH, 2015).
Tem origem indiana, mas apresenta ampla distribuicio em outros paises
(RAMACHANDRAN; PETER; GOPALAKRISHNAN,1980). E conhecida por ser uma
fonte altamente nutritiva (ROCKWOOD; ANDERSON; CASAMATTA, 2013) e é usada
como um todo, porém a composi¢cao quimica de macro e micronutrientes varia a
depender do 6rgao vegetal utilizado (DEBELA; TOLERA, 2013).

As lectinas encontradas em folhas, flores e sementes de M. oleifera tem
potencial antitumoral (BRITO et al., 2023; KONOZY; OSMAN, 2022; PATRIOTA et al.,
2020), inseticida (ALVES et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2023), antiinflamatoria,
imunomoduladora (PATRIOTA et al.,, 2022) antioxidante (AHMED et al., 2021),
nutricional (RAKOTOSAMIMANANA, 2024), antimicrobiana (SANTOS et al., 2021).

Em especial, suas sementes séo fonte de 6leo vegetal liquido de cor amarelada
e rico em A&cido graxo oleico (SERRANO; CARDENAS; MESTRE, 2020;
OGBUNUGAFOR et al., 2011).

O é&cido oleico é um importante imunomodulador com funcéo anti-inflamatoéria
através da inibicdo de citocinas pro-inflamatorias e a ativacdo de citocinas anti-
inflamatérias (SANTA-MARIA et al., 2023). O &cido oleico também apresenta
relevancia nos quadros de transtornos mentais, onde a reducdo de acido oleico foi
encontrada em pacientes depressivos (HAMAZAKI; HAMAZAKI; INADERA, 2013).
Outros acidos poliinsaturados também demonstram importancia como o &cido
docosapentaendico (DPA) 22:5 (w-3) que decresceu 34,3% em pacientes com
transtorno depressivo maior (TDM) e o acido adrénico 22:4 (w-6) que decresceu 8,7%
em pacientes esquizofrénicos na regido do coértex entorrinal (HAMAZAKI; HAMAZAKI;
INADERA, 2013). Esses e outros estudos sugerem que pode haver uma diferenca no
metabolismo de acidos graxos em determinadas regifes do cérebro em pessoas com
transtornos mentais (HAMAZAKI et al., 2015; HAMAZAKI, K. et al., 2017). O dleo
também pode ser uma fonte de biodiesel (AZAD et al., 2015) e possui atividade

antifangica (Guedes et al., 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar os efeitos de preparacdes proteicas (infusdo, extrato, fracéo, lectina

soltvel em agua - WSMol) e 6leo fixo de sementes de M. oleifera na sobrevivéncia

de adultos de A. diaperinus (panzer).

3.2. Especificos

2
°o*

2
°o*

2
°o*

Obter infuséo, extrato aquoso e fracdo de proteinas precipitadas de sementes
de M. oleifera.

Purificar a lectina WSMoL de acordo com protocolo previamente estabelecido;
Avaliar os efeitos da ingestéo de dieta artificial contendo infusado, extrato, fracao
e WSMoL de sementes de M. oleifera na sobrevivéncia de A. diaperinus
adultos.

Determinar os efeitos da infusédo, extrato, fracdo e WSMoL de M. oleifera nas
enzimas digestivas (proteases totais, tripsina e amilase) de A. diaperinus
adultos.

Investigar o 6leo fixo de sementes de M. oleifera quanto a toxicidade por
contato para A. diaperinus adultos.

Descrever o efeito do 6leo fixo de sementes de M. oleifera na atividade da

enzima acetilcolinesterase de A. diaperinus adultos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Resumo

Moringa oleifera é uma planta nativa da india, conhecida pelo seu alto valor nutritivo
e prorpiedades biolégicas. Apresenta potencial antioxidante, antiinflamatorio,
antimicrobiano, inseticida, dentre outros. Alphitobius diaperinus Panzer (Coleoptera:
Tenebrionidae), o cascudinho, € um inseto-praga carreador de patdgenos para aves.
Este trabalho analisou os efeitos de preparacdes contendo proteinas (infuséo, extrato,
fracdo e lectina soluvel em agua - WSMol) e 6leo fixo de sementes de Moringa oleifera
Lam. (Moringaceae) na sobrevivéncia de A. diaperinus adultos. Dieta artificial
contendo diferentes concentragcdes de infusdo, extrato, fragdo ou WSMoL foram
oferecidas aos insetos por sete dias. O peso dos insetos e 0 consumo de dieta oram
avaliados. O efeito in vitro das preparagcfes sobre enzimas digestivas dos insetos foi
determinado. O dleo foi investigado quanto a toxicidade por contato para A. diaperinus
adultos e efeito in vitro na atividade de acetilcolinesterase. A infusdo, o extrato, a
fracdo e WSMoL néo afetaram a sobrevivéncia de A. diaperinus, mas acarretaram
rejeicao da dieta e consequente reducao do peso dos insetos. Nao houve interferéncia
na atividade de proteases totais, contudo, a atividade de tripsina simile foi estimulada
em presenca da fracdo proteica e de WSMolL, enquanto a atividade de a-amilase foi
estimulada pela infusédo e inibida pela fracdo e por WSMoL. O 6leo matou os insetos
(LCso de 17mg/mL) e inibiu a atividade da acetilcolinesterase. Em conclusédo, a
infusdo, o extrato e a fracado proteica de sementes de M. oleifera, bem como WSMoL
sdo agentes deterrentes para A. diaperinos adultos. Adicionalmente, o Oleo fixo &
toxico por contato para A. diaperinus adultos e seu mecanismo de acdo inseticida

pode estar ligado a inibicdo de AChE.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase; amilase; cascudinho; Moringa; Oleo fixo;
toxicidade por contato.
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1. Introducéo

Dentre as atividades agropecuarias desenvolvidas no Brasil, a avicultura é a
gue apresentou maior evolugdo nas ultimas décadas tornando-se um setor de grande
importancia econémica para o pais (Favro et al., 2021). A maior parte da producédo
avicola no Brasil concentra-se na regido Sul e Sudeste do pais, estendendo-se para
a regido Centro-Oeste (Procépio et al., 2020). O Nordeste brasileiro também é cenario
para a avicultura de corte e postura, porém € necessario atentar-se as microrregioes
e as condi¢Bes climaticas que oferecam conforto térmico para a criagdo (Santos et al.,
2014). Pois o0 bem-estar animal € um tema que tem sido levantado nos ultimos anos
e esta diretamente ligado ao sucesso na producao (Freitas et al., 2019).

O virus da Influenza aviaria € uma das principais ameac¢as mundiais no setor
avicola, porém o Brasil se mantém livre dessa doenca gracas ao seu
comprometimento com a seguridade animal desde 1994 (MAPA, 1994; Sant’ana et
al., 2023), contudo, os desafios neste setor sédo frequentes. Outras doencas causadas
por microrganismos como a coccidiose, causada por Eimeria spp. (Lopez-Osorio;
Chaparro-Gutiérrez; Gomez-Osorio, 2020) e as infeccdes por Salmonella spp. trazem
perdas financeiras e riscos para a saude publica uma vez conhecida sua
contaminacdao vertical para ovos (Gast et al., 2019).

Alphitobius diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae), inseto conhecido
popularmente como cascudinho do aviario, € frequentemente encontrado em camas
de aves, sendo também um reservatorio para microrganismos como Salmonella spp.
(Chernaki-Leffer et al., 2002; Donoso; Paredes; Retamal, 2020). O tempo médio de
deslocamento da Salmonella no intestino de A. diaperinus é de 2 a 3 h (Zheng et al.,
2012), mostrando assim como a sua presenca em granjas expde as aves a uma
elevada fonte de contaminacédo (Barua et al., 2023).

O controle populacional de A. diaperinus é feito através da aplicacdo de
inseticidas sintéticos como alfacipermetrina, spinosad e pirimifés metilico (Zafeiriadis;
Sakka; Thanassiou, 2021). Todavia, a exposicdo frequente desses produtos acelera
o surgimento de populacdes de insetos resistentes (Hickmann et al., 2018, Renault;
Colinet, 2021). Dessa forma, métodos alternativos de controle sédo alvos de pesquisas
(Santana et al., 2021; Peter et al., 2022; Dzik; Mituniewicz; Beisenov, 2022; Fernandez
et al., 2020).
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Moringa oleifera € uma arvore pertencente a familia Moringaceae amplamente
utilizada como fonte de alimento (Islam et al., 2021; Oyeyinka; Oyeyinka, 2018) e de
atividades antitumoral (Brito et al., 2023), antidiabética (Aljazzaf et al., 2023),
antibacteriana (Younas et al., 2023), antiinflamatéria (Luetragoon et al., 2021) e
inseticida (Oliveira et al., 2017; Oliveira et al., 2020; Alves et al., 2020; Igbal et al.,
2020).

Em virtude dos relatos prévios do potencial inseticida de M. oleifera contra
pragas agricolas e vetores de doenca (OLIVEIRA et al.,, 2011; CHINENYENWA,
GODSON, 2017), o presente estudo avaliou o efeito de diferentes preparagdes de
sementes de M. oleifera (infuséo, extrato, fracéo, lectina e éleo fixo) na sobrevivéncia

e atividade de enzimas de A. diaperinus adultos.

2. Material e métodos

2.1 Preparacéao do extrato aquoso e fracdo proteica e isolamento de WSMoL

Sementes de M. oleifera foram coletadas em Recife (Pernambuco, Brasil), com
autorizacao (36.301) do Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade
(ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente na cidade do Recife. O extrato, a fracédo
proteica e WSMoL foram obtidos seguindo o protocolo previamente publicado por
Coelho et al. (2009). As sementes de M. oleifera foram trituradas utilizando
multiprocessador e a farinha obtida foi submetida a extracdo com agua destilada na
proporcao 1:10 (m/v) utilizando-se agitador magnético. A mistura foi filtrada em papel
de filtro e em seguida centrifugada (3.000g, 25 oC). O sobrenadante coletado
correspondeu ao extrato aquoso. As proteinas presentes no extrato foram precipitadas
com sulfato de aménio na saturacéo de 60% (GREEN; HUGHES, 1955). O tratamento
com sulfato de amdénio foi feito sob agitacdo suave durante 4h e, em seguida, foi
realizada a centrifugacéo (3.000 g, 25 oC). O precipitado foi ressuspendido em NaCl
0,15 M e dialisado contra agua destilada (6 h, trés trocas de liquido) para obtencéo da
fracdo proteica. WSMoL foi isolada por cromatografia de FP em coluna de quitina,
eluida com acido acético 1 M.

Para obter a infuséo, o p6 das sementes (10 g) foi colocado em agua fervente
(100 mL; 100 °C) e a mistura foi incubada por 10 minutos. Apdés filtrada, a infusao
correspondeu ao liquido livre de material em suspenséo. A concentracdo de proteinas

no extrato, fracdo, WSMoL e infuséo foi determinada de acordo com Lowry et al.
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(1951), utilizando curva-padrdo de albumina sérica bovina (31,25-500 pg/mL),
enquanto a presenca de lectinas foi avaliada através da determinacdo da atividade
hemaglutinante utilizando eritrécitos de coelho (Paiva e Coelho, 1992). O protocolo
utilizado para coleta de eritrocitos foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Pernambuco (processo
23.076.033782/2015-70).

2.2 Extracao do dleo fixo de sementes de M. oleifera

Para extrair o 6leo fixo, 10 g de farinha de sementes de M. oleifera foram
misturadas com 6g de sulfato de sédio e submetidas a extragcdo em aparelho Soxhlet
durante 6 h, utilizando como solvente o n-hexano. Em seguida, foi realizada

rotaevaporacao para eliminacédo do solvente (Guedes et al, 2019),

2.3 Criacao dos insetos

Adultos de A. diaperinus foram coletados em canteiros de aves em Paudalho,
Pernambuco, Brasil. Os insetos usados nos bioensaios foram mantidos no Insetario
do Laboratorio de Bioquimica de Proteinas (BIOPROT) do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco. Os insetos foram criados em
caixas de vidro (38 cm x 17 cm x 10 cm) e alimentados com dieta artificial composta
por (1:1, m/m) flocos de aveia (Quaker Oats Company, Chicago, IL, EUA), comida de
coelho esmagada (Presence, Paulinia, Sdo Paulo, Brasil) e alguns pedacos de cama
de frangos de corte. Adultos e larvas foram separados em diferentes caixas de vidro

e mantidos no escuro a 25 + 2 °C a 75-80% de umidade.

2.4 Efeitos da Infusdo, extrato, fracdo proteica e WsMoL na sobrevivéncia de A.

diaperinus adultos

Os bioensaios foram realizados de acordo com Rice; Lambkin, 2009. Adultos de
20 a 30 dias de idade foram utilizados e seus pesos foram determinados antes do

inicio dos tratamentos. Em placas de Petri, 1 mL de infuséo (1,0 mg/mL), Extrato (5,0
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mg/mL), Fracdo proteica (15,0 mg/mL) e WsMoL (0,4, 0,8 e 1,0 mg/mL) ou agua
destilada (controle) foi adicionado a 1 g de flocos de aveia + 0,1 g de alimento para
coelho. Em seguida, a dieta foi seca em um forno (56 °C) por 30 minutos. A cada
placa, 10 adultos foram adicionados e os ensaios foram incubados nas mesmas
condi¢cOes usadas para a manutencao da colénia. Cada tratamento foi realizado em
triplicata (Figural). Os pesos dos insetos foram registrados apds 7 dias e as taxas de

sobrevivéncia foram estimadas.

Figura 1: llustracdo do teste de atividade inseticida por ingestao.

Extrato
Fragdo

Infusao

Lectina

Fonte: a autora (2024)

2.5 Enzimas digestivas de A. diaperinus adultos

2.5.1 Extratos de intestino de A. diaperinus adultos

Para obtencdo dos extratos de intestino, insetos (n = 50) foram separados da
colbénia e imobilizados por resfriamento a 4 °C durante 10 min. Em seguida, seus
intestinos foram dissecados com uma agulha e homogeneizados em 1 mL de Tris-HCI
0,1 M pH 8,0 (contendo CaCl2 0,02 M e NaCl 0,15 M) usando um homogeneizador de
tecidos de vidro (2 mL). Em seguida, a mistura foi centrifugada (9.000 g, 4 °C, 15 min)
e 0 sobrenadante (extrato de intestino em tampéao Tris) foi coletado para determinacao
do teor de proteinas conforme descrito na secdo 2.1. O extrato de intestinos em
tampao acetato foi obtido conforme descrito acima, contudo utilizando acetato de
s6dio 0,1 M pH 5,5 (contendo CaCl2 0,02 M e NaCl 0,15 M). As atividades enziméticas

foram avaliadas conforme descrito a seguir.
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2.5.2 Atividade proteolitica total

A atividade proteolitica total foi determinada de acordo com Azeez et al. (2007). O
extrato de intestino em tampé&o Tris (50 ul; 750 ug de proteina) foi misturado com 300
ML de tampao fosfato de sddio 0,1 M pH 7,5 contendo 50 uL de azocaseina 0,6%
(m/v). Em seguida, 100 pL de Triton X-100 a 0,1% (v/v) foram adicionados e a mistura
foi incubada a 37°C durante 3 h. A reacao foi interrompida pela adigao de 200 ul de
solucéo de &cido tricloroacético a 10% (v/v) e o ensaio foi incubado a 4° C durante 30
min. A mistura de reacéo foi entdo centrifugada (9.000 g por 10 min) e a absorbancia
(366 nm) do sobrenadante foi determinada. Uma unidade de atividade de protease foi
definida como a quantidade de enzima que acarretou aumento de 0,01 na

absorbancia.

2.5.3 Atividade de tripsina-simile

A atividade da tripsina (figura2) foi determinada pela incubacé&o (30 min, 37 °C) do
extrato de intestino em tampéo Tris (10 pL, 150 pg de proteinas) com N-benzoil-DL-
arginil-p-nitroanilida (BApNA) 8 mM em Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 (30 min, 40°C). Em
seguida a absorbancia a 405 nm foi determinada (Kakade et al. 1969). Uma unidade
de atividade de tripsina foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 pumol

de BApNA por minuto.
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2.5.4 Atividade de a-amilase

A investigacdo da atividade da a-amilase foi realizada de acordo com Bernfeld,
(1955) com adaptacdes. O ensaio foi preparado em tubos de microcentrifuga de 2,0
mL. O extrato de intestino em tampao acetato (25 upL; 220 pg de proteinas) foi
incubado (56 °C, 10 min) com amido soltvel em um tampao de acetato (1% p/v, 200
ML) como substrato. Para interromper uma possivel reagdo, o reagente acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS, 250 pL) foi adicionado e a mistura foi aquecida (100 °C, 6 min)
em banho-maria. ApGs o resfriamento no gelo (15 min), a absorbancia (540 nm) foi
medida. As concentracfes de acucares redutores nas misturas foram determinadas
usando uma curva padréo de uma reacao de glicose (1,0-10,0 mg/mL) com DNS.
Uma unidade de atividade da a-amilase é a concentracdo enzimatica na amostra

necessaria para produzir 1 ymol de glicose por minuto.

2.6 Efeito in vitro da Infusdo, extrato, fracdo proteica e WsMoL nas atividades de
enzimas digestivas de A. diaperinus adultos

Extratos de intestino de A. diaperinus adultos em tampao tris e em tampéao acetato
foram incubados com infuséo (0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL), extrato (5,0, 10,0, 15,0 e 20,0
mg/mL), fracdo (1,0 e 2,0 mg/mL) proteica e WSMoL (0,5, 1,0, e 2,0 por 15 min a 28
°C. Em seguida, as misturas foram utilizadas para determinar as atividades residuais
das enzimas digestivas conforme descrito acima. Os brancos de reacdo foram
realizados utilizando infusdo, extrato, fracdo proteica e WSMoL. Dois ensaios

independentes foram realizados em triplicata.

2.7 Efeitos do 6leo fixo em A. diaperinus adultos

Os bioensaios foram realizados de acordo com Zafeiriadis; Sakka; Athanassiou,
(2021) com adaptacdes. Adultos de A. diaperinus foram transferidos para placas de
Petri (90 mm x 15 mm) e expostos ao 6leo fixo das sementes de M. oleifera (4,29 a
128,55 mg/mL) por 10 dias. Para isso, cada placa recebeu 1000 uL de 6leo ou Tween
5% (controle) que foi espalhado em toda a placa por 30 s. Em seguida, cada placa
recebeu 10 insetos. ApOs 24h, a mortalidade comecgou a ser registrada diariamente,

durante 10 dias. Cada tratamento foi realizado em cinco repeti¢des (Figura 3).
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Figura 3: llustracéo do teste de atividade inseticida por contato.

Oleo fixa ——>

Fonte: a autora (2024)

2.8 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) de A. diaperinus adultos

Insetos adultos (n = 20) foram imobilizados a 4 °C por 10 min. Em seguida, insetos
inteiros foram homogeneizados em 1 mL de tampéao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5,
usando um homogeneizador de tecidos. A mistura foi centrifugada (9000x g, 4 °C, 10
min) e o sobrenadante correspondeu ao extrato de insetos inteiros.

A andlise da acdo do Oleo fixo de M. oleifera sobre a atividade da
acetilcolinesterase foi realizada de acordo com o método de Ellmam et al. (1961). O
extrato de insetos (10 pL; 0,49 ug de proteinas) em tampao fosfato de potassio (0,1 M
pH 7,5) foi adicionado em placas de 96 com 10 pL do tampéo, 20 pL de iodeto de
acetiltiocolina 7,5 mM (Sigma-Aldrich). Dez minutos depois, 200 uL de DTNB ((acido
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico 0,8 mM (Sigma-Aldrich) foi adicionado e o ensaio foi
incubado por 3 min a 25 °C. A liberacdo de tiocolina foi monitorada medindo a
absorbancia a 405 nm no tempo 0 e ap6s 3 min. Uma unidade de atividade da
acetilcolinesterase foi definida como a quantidade de enzima para converter 1 pmol

do substrato por min. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.9 Efeito do 6leo fixo de sementes de M. oleifera na atividade da acetilcolinesterase
(AChE) de A. diaperinus adultos

Extrato de insetos inteiros em tampéao fosfato de potassio foi incubado com o
10 uL dleo fixo por 15 min a 28 °C. Em seguida, as misturas foram utilizadas para
determinar a atividade de AChE conforme descrito acima. Dois ensaios independentes

foram realizados em triplicata.
2.10 Andlise estatistica

Diferencas significativas entre os grupos de tratamento foram analisadas por
analise de variancia (ANOVA) unidirecional, seguida pelo teste de Tukey, com nivel

de significancia de p < 0,05 usando o software GraphPad Prism.

3 Resultados e discussao

A Tabela 1 mostra a caracterizacdo da infusdo, extrato, fragcdo proteica e
WSMoL para quantidade de proteinas e atividade hemaglutinante. A capacidade de
aglutinar eritrocitos foi avaliada na preparacao final da lectina, revelando a presenca
da mesma no preparado final. Os resultados mostrados aqui indicam que o protocolo
de isolamento de WSMoL reportado por Coelho et al. (2009) foi reproduzido com
sucesso. Neste trabalho, a extracdo do 6leo fixo de sementes de M. oleifera ocorreu
com a adicao de sulfato de sédio para que restasse a minima quantidade de agua

pos-extracao. A partir de 10g de sementes foram obtidos 2g de 6leo fixo (857mg/mL).
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Tabela 1. Caracterizacdo da infusdo, extrato, fracdo proteica e WSMoL para

guantidade de proteinas e presenca de lectinas (atividade hemaglutinante).

Amostra Dosagem de proteinas (mg/mL) AH*  AHE**
Extrato 5,6 - -
Fracao proteica 217,35 - -
WSMoL 12,15 4096 337,11
Infuséo 65,45 - -

* Atividade hemaglutinante (titulo (9); ** Atividade hemaglutinante especifica (titulo ¢
D/mg/mL)

Preparacdes vegetais podem ser alternativas interessantes para 0 manejo
integrado de pragas (Qurban et al.,, 2018) e, nesse sentido, nés avaliamos as
preparacdes proteicas de sementes de M. oleifera como fonte de atividade inseticida
para A. diaperinus. A ingestdo de dietas artificiais contendo infusdo, extrato, fracao
proteica ou WsMoL néo afetou a sobrevivéncia dos insetos, uma vez que nao foi
detectada diferenca estatistica (p > 0,05) entre a taxa de sobrevivéncia dos grupos
tratados em relacdo ao controle. Diferentemente dos nossos resultados, outras
preparacoes de M. oleifera tém sido reportadas como agente inseticida. A aplicacao
do po6 de folhas de M. oleifera matou adultos de Sitophilus zeamais e Tribolium
confusum de forma dose-dependente (Kamel; Monairy, 2014). Em adicdo, extrato de
sementes de M. oleifera preparado utilizando o mesmo procedimento utilizado aqui
causou mortalidade de adultos de Sitophilus zeamais (Coleoptera), enquanto WsMolL,

similar aos nossos resultados, ndo foi capaz de matar os insetos (Oliveira et al., 2020).

Embora nossos resultados ndo tenham revelado atividade inseticida, o
consumo de dieta pelos insetos tratados com as preparacdes proteicas de sementes
de M. oleifera foi menor em relacdo agueles que receberam dieta controle, sugerindo
deterréncia alimentar. Em relacdo ao peso dos insetos, ndo houve diferenca
significativa entre os insetos do grupo controle e aqueles alimentados com dieta

contendo WSMolL a 0,4 mg/mL. A ingestao das demais preparacgdes acarretou perda
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de peso em relacdo ao controle, o que estd4 de acordo com a rejeicdo das dietas

detectada aqui.

DIETA
107 *x | Ed Controle
8 am BE MM A AR B8 WsMol 0,4

5 6o 1 HE = WsMol 0.8

° = m WsMol 1,0

S 4 g Infusio 1,0
9 % = Extrato 5,0

1 HE Ea Fragéo 15,0
0- b T 1 T 1 T 1
2 ® AL AL AP 2P
& FEFEFES

Figura 4. Variacdo dos pesos das dietas contendo infuséo, extrato, fracao proteica e
WSMoL no inicio do experimento e 7 dias apés oferta aos adultos de A. diaperinus.

Asteriscos significam diferencas entre os grupos.
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Figura 5: Variagdo dos pesos de adultos de A. diaperinus alimentados com dietas contendo
infuséo, extrato, fracdo proteica e WSMoL durante 7 dias. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos. Asteriscos revelam diferencas dentro dos

tratamentos.

Outras preparacdes de M. oleifera tém apresentado efeito deterrente alimentar
para insetos. O extrato etandlico de folhas de M. oleifera foi deterrente alimentar para
larvas de Spodoptera littoralis (Hamza et al., 2016). Ademais, 0s extratos etandlicos
das folhas e sementes afetaram o comprimento, peso e comportamento alimentar de
Spodoptera litura, sendo esses efeitos ligados a presenca de alcaldides, flavonodides

e saponinas no extrato (Tridiptasari; Leksono; Siswanto, 2019).

Lectinas também podem interferir no comportamento alimentar dos insetos.
Powell et al. (1995) relatou o efeito deterrente alimentar da lectina de Galanthus nivalis
para Nilaparvata lugens (Homoptera). A Lectina de Annona coriacea foi deterrente
alimentar para Anagasta kuehniella e Corcyra cephalonica (Coelho; Marangoni;
Macedo, 2007). E possivel que WSMoL seja o agente deterrente alimentar das
preparacdes proteicas avaliadas aqui. Oliveira et al (2020) relataram que WSMoL

interferiu negativamente nos parametros nutricionais de S. zeamais.

O extrato de intestino de A. diaperinus adultos em tampao Tris apresentou

atividade de proteases totais, dentre as quais algumas foram tripsina simile (Figuras
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6 e 7). As preparacoes de sementes de M. oleifera ndo foram capazes de interferir na
atividade de proteases totais (Figura 6). Contudo, a atividade de tripsina simile foi
estimulada em presenca da fragdo proteica e de WSMoL (Figura 7). O extrato de
intestino em tampao acetato apresentou atividade de a-amilase (Figura 8) e esta foi
estimulada pela infusdo e inibida pela fracdo proteica e por WSMoL. Embora a
ingestao das preparacdes nao tenha causado a morte dos insetos, o desbalanco das
enzimas digestivas pode ser investigado quanto ao potencial para aumentar a

sensibilidade a outros agentes inseticidas.

Figura 6. Efeito das preparagdes de sementes de M. oleifera na atividade de

proteases totais do intestino de A. diaperinus adultos.
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Figura 7. Efeito das preparacdes de sementes de M. oleifera na atividade de tripsina simile
do intestino de A. diaperinus adultos.
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Figura 8. Efeito das preparacfes de sementes de M. oleifera na atividade de amilase

do intestino de A. diaperinus adultos.

o 60-

£

=)

®

g 404 5
; \
O : §
o 204 §
. %
- %
<L 0- T




62

O ¢leo fixo de sementes M. oleifera foi toxico para A. diaperinus adultos a partir
de 24 h de contato, causando a mortalidade dos insetos (Figura 9). As concentracdes
letais sdo mostradas na Tabela 2. O efeito letal para A. diaperinus apds contato com
o Oleo de sementes de M. oleifera pode ser devido ao contetdo de acido oleico (DON-
PEDR, 1990). Hadi; Sabit (2023) observaram que a vaporizacdo do acido oleico em
ovos de Trogoderma granarium inibiram a eclosdo dos mesmos. Além disso houve a

mortalidade das pupas provavelmente em razdo do sufocamento e paralizacéo.

® 4,29 mg/ml
& 8,57 mg/ml
10- 66— oo+ 4 12,86 mg/ml
= + 17,14 mg/ml
21,43 mg/ml
9 42,85 mg/ml
& 85,70 mg/ml
4 107,13 mg/ml
¥ 128,53 mg/ml
4 Tween 5%

Sobrevivéncia

dias

Figura 9. Sobrevivéncia durante 10 dias dos insetos submetidos ao teste de contato com

oleo fixo de M. oleifera em diferentes concentragdes.

Tabela 2. Atividade inseticida do 6leo fixo de sementes de M. oleifera contra A. diaperinus

adultos.

Concentragdes letais (ug/mL)*

Amostra

Clso Clgo

Oleo fixo 17 mg/mL 112,5 mg/mL
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* Concentragdes letais que matam 50% (CLso) € 90% (CLago).

Muitos inseticidas com acdo por contato tém como alvo o sistema nervoso
central dos insetos. Eles podem afetar trés alvos moleculares: a enzima AChE, os
receptores de acetilcolina nos canais sinapticos de sodio e os canais axonais de
sédio (Cassereau et al., 2017). A AChE atua nos canais sinapticos de sédio que
possuem um dominio receptor de acetilcolina. Quando h& um estimulo, a
acetilcolina é liberada na fenda sinaptica e se liga aos receptores, provocando a
abertura do canal e o consequente influxo de sodio. Este estimulo sé € interrompido
guando a acetilcolina € hidrolisada pela acetilcolinesterase, permitindo que a célula
retorne ao potencial de repouso (Narahashi, 1996); Nesse sentido, a inibicdo da
AChE faz com que a acetilcolina permaneca ativa na fenda sinaptica produzindo
impulsos nervosos descontrolados, o que pode levar a efeitos agudos
multissistémicos e potencialmente letais (Tougu, 2001).

Em nosso estudo, o extrato de insetos inteiros apresentou atividade de AChE
gue foi significativamente inibida em presenca do 6leo fixo de sementes de M.
oleifera (17 pg/mL). Semelhantemente, 6leos fixos das sementes de Rollinia
mucosa, Annona squamos e Spondias mombin L. atuaram como inibidores potentes
de AChE (Ribeiro et al., 2020). Os 0leos fixos das sementes de Annona coriacea e
de sementes de Cinnamomum zeylanicum também inibiram a atividade de AChE
(Pedro et al., 2019; Sousa et al., 2021). Para o0 nosso conhecimento, até a presente
data ndo foram encontrados estudos mostrando inibicdo da AChE em insetos

adultos por dleo fixo de M. oleifera.
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Figura 10. Efeito do dleo fixo (17ug/mL) de sementes de M. oleifera na atividade de AChE
de A. diaperinus adultos.

4. Conclusao

A infusdo, o extrato e a fracao proteica de sementes de M. oleifera, bem como
WSMoL sé@o agentes deterrentes para A. diaperinos adultos. Embora essas
preparacdes nao tenham causado a morte dos insetos, o desbalanco das enzimas
digestivas causado por elas pode ser investigado quanto ao potencial para aumentar
a sensibilidade a outros agentes inseticidas. O Oleo fixo € tdéxico por contato para A.
diaperinus adultos e seu mecanismo de acao inseticida pode estar ligado a inibicao
de AChE.
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