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RESUMO
Dentre os métodos que vém sendo testados para a eliminagao de cupins como pragas
destacam-se os cupinicidas de origem natural, feitos a base de plantas produtoras de
metabdlitos secundarios com potenciais padrdes moleculares bioativos. Esses
cupinicidas apresentam-se como uma boa estratégia para o manejodos insetos de
forma eficaz, acarretando minimos danos ao meio ambiente e também a saude do
homem, em comparagdo ao controle quimico atualmente realizado com grande
frequéncia. O presente estudo tem como objetivo caracterizara atividade celulolitica
de endoglucanases em extratos proteicos brutos de cupins com vistas a sua utilizacao
na bioprospeccéo de cupinicidas naturais. Essa caracterizagdo se encontra descrita
na literatura como uma ferramenta importante de determinacdo da atividade
enzimatica, visto que as endoglucanases estao diretamente envolvidas na catélise da
hidrolise da celulose em glicose durante o processo de digestdao desse polimero no
organismo dos cupins. Para isso, individuos adultos, dacasta dos operarios foram
coletados em fragmentos de madeira de um imovel residencial infestado na regido da
Pampulha em Belo Horizonte- Minas Gerais, sendo utilizados na producdo dos
extratos. Parte dos individuos tiveram cabeca/térax e abdémen separados para
darem origem a extratosdiferentes. Foram preparados dois extratos proteicos: um de
corpo inteiro do inseto,a partir da trituracdo de 45g de cupins inteiros, suspensos em
tampao acetato de sodio a 0,1M em pH 5,5 para concentracdao de 10%. O outro
extrato, somente da por¢cao abdominal dos cupins, foi gerado por igual procedimento,
a partir 5g de abdémen. As preparagdes foram homogeneizadas, centrifugadas e os
sobrenadantes foram coletados, gerando os extratos brutos. A concentragao total de
proteinas foi determinada pelo método de Lowry. A atividade enzimatica das
endoglucanases foi mensurada através do ensaio empregando Carboximetilcelulose
(CMC) como substrato, o que permitiu estimar a eficiéncia celulolitica pelo calculo da
sua atividade. O método Glicose-Oxidase (GOD) foi utilizado para a determinacao da
quantidade de glicose gerada na reacdo enzimatica. No extrato bruto de cupins
inteiros obteve-se concentracdo de proteinas 495 mg/ml e no extrato de abdémen670
mg/ml. Apés calculadas as atividades das celulases, as eficiéncias de geracao de
glicose dos dois extratos produzidos foram comparadas diretamente e também a um
extrato proteico purificado, obtido do fungo Trichoderma viride isolado de térmitas.

Embora as atividades celuloliticas dos extratos brutos tenham se mostrado com



menores eficiéncias que a do extrato purificado do fungo, estas foram seguramente
mensuraveis e estaveis, e ja permitem sua aplicacdo em triagem de potenciais
cupinicidas naturais, visto que o manejo mais utilizado para o controle de cupins
atualmente sdo os inseticidas de origem sintética e estes sao responsaveis por

diversos danos na saude do homem e do ecossistema .

Palavras chave: cupim, cupinicidas naturais, extratos proteicos; celulase;

endoglucanase
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1. INTRODUCAO

Os térmitas sao insetos popularmente conhecidos como cupins e amplamente
encontrados na natureza, principalmente nas regides tropicais. Pertencem a ordem
Isoptera com cerca de 2.600 espécies descritas (LIMA & COSTA-LEONARDO, 2007),
sendo 400 destas registradas na Ameérica do Sul (CONSTANTINO, 1998). Uma
pequena parte dessas espécies sdo consideradas pragas urbanas e agricolas, devido
a sua alimentacdo composta basicamente por materiais celuldsicos, e o restante
desempenha um papel ecolégico como consumidores primarios e/ou decompositores
nos ecossistemas naturais através da trituracdo, decomposicdo, humidificacdo e
mineralizacdo em ecossistemas naturais, contribuindo assim para a reciclagem de
nutrientes e aeracao do solo (FREYMAN et al., 2010).

Embora esses insetos possuam enzimas digestivas proprias, a digestdo dos
alimentos depende consideravelmente de seus microrganismos intestinais
(HONGOH, 2011). O mutualismo entre cupins e fungos proporciona aos térmitas um
aproveitamento mais eficiente de energia, sem que esta seja completamente
dependente dos seus microrganismos intestinais. Alguns fungos sao capazes de
produzir celulases, que auxiliam no processo de digestao da matéria. A partir disso os
cupins sao divididos entre inferiores e superiores onde os inferiores apresentam
dependéncia de protozoarios simbiontes para producdo da celulase e os cupins
superiores, como os da subfamilia Macrotermitinae, apresentam fungos que realizam
o trabalho da digestao através de suas proprias enzimas. (WOOD & THOMAS 1989,
Darlington 1994—-LIMA & COSTA-LEONARDO, 2007).

As celulases sdo enzimas que realizam a catalise da hidrélise da celulose, um
polimero abundante e presente em diversos residuos agricolas, que constitui cerca
de 40 a 60% da parede celular das plantas juntamente com a hemicelulose. Essas
enzimas possuem um papel fundamental na digestao desse polimero que tem como
seu subproduto a glicose, uma fonte de energia importante para os térmitas e para
outros seres vivos. Nesse sentido, as celulases vém sendo empregadas em processos
biotecnoldgicos industriais e também na pesquisa como alvos promissores de
substancia com potencial cupinicida. (MCCANN e CARPITA 2008 apud Singh)

Devido ao vasto material que pode lhe servir de alimento, os cupins sao tidos

como pragas, tanto no agro ecossistema, quanto em areas urbanizadas, causando



danos em plantacoes, edificacdes e construgdes (KORB, 2007; PAES et al., 2007).
Para minimizar os efeitos causados por esses insetos o controle quimico é
comumente utilizado. Esse tipo de manejo inclui a aplicagdo de inseticidas sintéticos,
que apesar de apresentarem grande eficiéncia, geram danos ao serem utilizados de
maneira incorreta, levando a bioacumulacao tecidual em organismos vivos e a
persisténcia destes no meio ambiente devido a sua alta toxicidade e estabilidade
quimica, necessitando de renovacao periddica e alto custo. Além disso, a ampla
utilizacdo desses inseticidas tem provocado o aumento de resisténcia em populagoes
de pragas, resultando em mais dificuldades quanto ao seu controle (BRAGA & VALE,
2007).

Dentre os métodos que vém sendo testados para a eliminacédo de cupins, se
destacam os cupinicidas de origem natural, feitos a base de metabdlitos secundarios
com potenciais padroes moleculares bioativos. Esses cupinicidas sao de origem
vegetal e apresentam-se como uma boa estratégia para o manejodos insetos de forma
eficaz, acarretando minimos danos ao meio ambiente e também a saude do homem,

em comparagao ao controle quimico atualmente realizado.

2. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que apesar dos cupins desempenharem um papel crucial como
decompositores de matéria organica, sua forma de alimentacdo acarreta diversos
prejuizos econémicos em todo o territério nacional, que vao desde o ambiente urbano
até o rural. Estima-se um gasto de cercade US$ 10 a 20 milhées anuais apenas na
cidade de Sao Paulo, destinado a reformas de materiais danificados, sendo a espécie
Coptotermes gestroi a que possui maior capacidade de destruicdo entre os cupins
subterraneos presentes no ambiente urbano (FONTES & MILADO 2002 apud
BERNARDINI 2005).

No ambiente rural Cornitermes sp. € responsavel por um dano mecanico as
maquinas utilizadas na agricultura, além de tornarem parte da superficie do solo
inutilizavel, devido a sua capacidade de ferir partes das plantas como as raizes, caules

e folhas, podendo ou nao levar a uma perda na producao (CONSTANTINO, 2002).



Paralelamente, a utilizagao de agrotoxicos no manejo de insetos se apresenta
como um dos problemas de saude publica, devido aos indices de intoxicacao
causados pelo controle quimico , sendo o Brasil um grande consumidor desses
produtos desde 2008 (INCA, 2022). De acordo com o Instituto Nacional do Cancer -
INCA e a Organizacgéao Internacional do Trabalho - OIT s&o identificados, por ano, 70
mil casos de intoxicagao passiveis de evolugcao para 6bito. Além disso, a problematica
dos agrotoxicos também se estende ao ecossistema no qual sao inseridos, pois 0 uso
inadequado desses agentes quimicos resulta em um desequilibrio nabiodiversidade
local onde sao constantemente utilizados, sendo necessario outras alternativas de
manejo para que esses problemas sejam minimizados. (CHAGNONet al. 2015;
LOPES & ALBUQUERQUE, 2018).

Nesse contexto, a industria farmacéutica voltada para a descoberta de novos
medicamentos tornou as substancias de origem natural alvo de novas pesquisas
(O'NELL & LEWIS, 1993). Dessa forma a triagem de novos inseticidas de origem
natural tem sido foco de diversas pesquisas, sendo a caracterizagdo da atividade
enzimatica das celulases presentes no organismo do cupim uma etapa importante
para o completo entendimento dos mecanismos que envolvem a sua digestao e suas

possiveis aplicagcdes nas areas biotecnologicas.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 CUPINS

Os cupins, também conhecidos com térmitas, sdo insetos da ordem lIsoptera
qgue possuem aproximadamente 3000 espécies ja descritas e sao divididos entre as
familias Mastotermitidae, Kalotermitidae, Termopsidae, Hodotermitidae,
Serritermitidae, Rhinotermitidae e Termitidae (SILVA, 2012). Possuem ampla
distribuicdo em regides de maior temperatura como as tropicais e subtropicais
(CONSTANTINO, 1999) e desempenham um papel ecolégico como consumidores
primarios através da reciclagem de diversos nutrientes por meio da decomposicao
da celulose (TAYASU et al. 1997, COSTA- LEONARDO 2002 apud Ferreira, 2011).

Esses insetos vivem em sociedade e sao divididos entre diferentes castas

sendo os operarios e soldados constituintes da casta estéril, que esta envolvida em



atividade como a alimentacéo e defesa da coldnia e a casta fértil, composta pelo rei
e pela rainha, que exercem atividades reprodutivas e também pelosreprodutores
alados, que realizam voos colonizadores para a instalagdo de novas colbnias.
(BIGNELL et al. 2010; CONSTANTINO et al. 2014; KRISHNA, 2012).

Figura 1- Castas de térmitas. A: Reprodutor alado; B: Rainha; C: Soldado; D:
Soldado de segunda ordem; E e F: Operarios
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Fonte: SCAGLIA (2018).

A alimentacdo dos cupins € composta basicamente por materiais celuldsicos
advindos de vegetacdes mortas, como a madeira. O consumo desse tipo de material
demandou uma dependéncia coevolutiva de simbiontes do trato digestivo e de suas
habilidades celuloliticas (CLEVELAND et al., 1934 apud FERREIRA,2011).

Além da divisao por castas, os cupins também possuem uma classificagcdo com
base nessas dependéncias, onde sao divididos entre inferiores e superiores. Oscupins
inferiores dependem de organismos simbibnticos para realizar a degradacao da
celulose, ja os cupins denominados superiores tém pouca ou até mesmo nenhuma
dependéncia de protistas para a sua digestdao. (HONGOH, 2011).

A microbiota intestinal dos cupins inferiores conta com uma grandequantidade

de protistas flagelados, que preenchem as barrigas desses cupins,



deixando-a com um aspecto mais dilatado. Ja os cupins superiores possuem um
intestino compartimentalizado que abriga um numero bem menor de protistas
intestinais. Independentemente deste auxilio os cupins secretam enzimas digestivas
pela glandula salivar ou através do seu intestino médio, o que faz com que a celulose
seja hidrolisada em glicose, produto essencial para o ciclo de vida dos cupins
(HONGOH, 2011)

Figura 2- Cupins e seu trato intestinal. (A) Cupins inferiores da espécie
Coptotermes formosanus. (B) A interface (madeira e hiumus) que alimenta os
cupins superiores Termes comis. (C) O intestino de C. formosanus. (D) O
intestino de T. comis. (F) intestino anterior, (M) intestino médio. Barras=1 mm

Fonte: HONGOH (2011)

3.2. CELULASES

A celulose é um polimero abundante na estrutura dos materiais vegetais,
formado por moléculas rigidas e de alta complexidade, como é mostrado na Figura
3. A existéncia dessa molécula fez com que fosse necessario a presenga de enzimas

em organismos de seres vivos que fossem dependentes da celulose como fonte
alimentar (KEIJSERS, et al. 2013).



Figura 3- Estrutura molecular da Celulose
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Fonte: Adaptada de SAMPAIO, 2013.

Essas enzimas sao classificadas de acordo com o seu modo de a¢ao, sendo
elas as Endoglucanases (EC 3.2.1.4), enzima que cliva as ligagdes internas da
celulose; a Exoglucanase (EC 3.2.1.91 e 3.2.1.74) que ataca a extremidade da cadeia
de celulose que é originada a partir da acdo da endoglucanase, resultando na
formacao de dissacarideos ou unidades desacarideos; e as Beta Glicosidases que
guebram a extremidade nao redutora da celulose apdés o segundo ataque da
Exoglucanase, gerando unidades monoméricas (VIJAY, et al. 2020).

O conjunto de enzimas atua em sinergismo para a degradagao da celulose, que
€ a despolimerizacdo através da quebra das ligacbes [-1,4-D-glicosidicas
(SINGHANIA, et al. 2010), como é representado na figura 4.

Figura 4- Modo de acédo das celulases

ax,:' Celobichidrolase | GA Celobiohidrolase | (:_‘/. L-glicosidase ~.’t_ Endoglucanase

() Glicose sem poder redutor @ Glicose com poder reduior

Fonte: CASTRO (2010).



Devido a sua fungao, as enzimas tém se tornado objeto de estudo em diversas
pesquisas que focam na sua aplicagdo em industrias biotecnologicas. Essas
pesquisas mostram o seu amplo uso nos setores téxteis, industrias alimentares,
extracdo de petrdleo, na fabricagdo de cerveja, dentre outras atividades como a
producdo de biocombustiveis (VIJAY, et al. 2020), apresentando-se como uma
estratégia econdmica, que utiliza fontes de carbono de baixo custo
(SHANMUGAPRIYA et al., 2012 apud VIJAY, et al. 2020).

3.3 CONTROLE DE PRAGAS

De acordo com Constantino (2002), as plantacdées de cana de acgucar, arroz
de terras altas e o eucalipto sdo as mais afetadas na Américas do Sul, sendo outros
tipos de plantio como milho, algoddo, amendoim, soja, café, mandioca, arvores
frutiferas e vegetais também afetados pela alimentacao dos termitas.

Os cupins subterraneos, considerados altamente destrutivos, sdo em sua maior
parte pertencentes a familia Rhinotermitidae. Estes insetos constroem seus ninhos
com materiais fecais ou vegetais, que podem ser observados sob o solo. (GALLO et
al., 2002). Para estes, barreiras fisicas podem ser utilizadas como um método de
prevencao aos ataques em estruturas de madeiras. Esse método pode ser toxico ou
atoxico, sendo no método toxico realizada a aplicagédo de pesticidas sintéticos no solo
ao redor da barreira e no método atoxico a utilizacdo de substancia que impeca a
penetracao dos cupins, funcionando como uma barreira mecanica para esses animais
(VERMA, 2009).

Uma outra alternativa para o controle desses insetos, € a utilizacdo de medidas
de controle biologico aplicado (CBA) nos sistemas agricolas. Nestes métodos uma
qguantidade elevada de parasitas ou predadores, criados em laboratério, sdo inseridos
no habitat dos cupins com a finalidade de reduzir a sua populagdo rapidamente.
(PARRA, 2002).

Contudo, o tratamento a base de produtos quimicos ainda continua sendo
amplamente utilizado (VERMA et al., 2009). Essa utilizagdo objetiva o controle da
populacao de insetos em desequilibrio, assim como o controle das ervas daninhas,
porém apesar dos inseticidas organossintéticos (Figura 5) serem eficazes no controle
de pragas, a sua utilizacao de forma incorreta acarreta riscos a saude do homem e ao
ecossistema (MOREIRA et al., 1996).



Figura 5- Inseticidas organofosforados

8 5

1] 2y 1
. HsCO .
IEI,LI .:.I-].;fl ¢ .~©—_\”_ El;c'cr"hl NI,
|

Parathion {15) Chdorthéon (161

= SCH;
I-; /@ H;CO I‘T
. o P s
Hl.-':_ll_l:f ¥ CH; “.I[.[.l.r' "‘-\-\.(] L

Fenthion (17) 'H,
Fenltvothlon {18}
(]

5 STRIN 0
i . i .
{'n-.u"'*,.rl ™5 Hats T
e, 3 Hel)
M 0 o

CHs

Malathion (19) Demetan-S (20}

Fonte: SANTOS, 2007

Sistema Nacional de Informagdes Téxico Farmacoldgicas (Sinitox) em colaboragao
com a Fundagao Oswaldo Cruz registaram um somatério de 3.379 casos de Intoxicacao
Humana por agrotéxicos de uso agricola e doméstico no Brasil,em 2017, ficando atras
apenas das intoxica¢des por medicamentos (SINITOX,2017).Acredita-se que a falta de
orientacao dos trabalhadores rurais que utilizam os agrotéxicos conduz a um grande
numero de acidentes, além de levar acontaminagao das aguas, do solo e dos alimentos
(BULL E HATHAWAY, 1988 apud MOREIRA, 1996).

Nesse quesito, outras alternativas de controle tém sido estudadas, sendo os
inseticidas de origem natural uma delas. Esses estudos propoe a descoberta de
substancias bioativas que possam ser aplicadas no desenvolvimento de uma
substancia de controle mais eficaz, com menores impactos a saude e ao meio

ambiente.

3.4 INSETICIDAS A BASE DE PRODUTOS NATURAIS

O uso inadequado dos pesticidas trouxe diversas consequéncias ao meio

ambiente e a saude humana. A contaminagao dos lencois freaticos, dos alimentos



advindos da agricultura além do acumulo de alguns compostos quimicos nos tecidos
de animais que fazem parte da dieta alimentar humana, sdo exemplos do desfecho
de uma utilizaggo irracional dessas substancias (ALVES, et al. 2020)

Como uma alternativa para o controle das pragas, tem-se estudado a aplicacao
de alguns compostos de origem natural a base de plantas. Estas, podem conter
componentes bioativos em suas folhas, frutos, flores e raizes que possuam aplicagéao
no controle dos cupins, podendo também ser utilizados os Oleos essenciais,
sementes, cascas, madeira e resina (VERMA, et al. 2009).

Esse tipo de tratamento € denominado como botanico e € baseado na producéo
de pesticidas ou repelentes naturais, através do metabolismo das plantas. Alguns
trabalhos demonstram o potencial cupinicida de produtos fitoquimicos e metabdlitos
secundarios, tais como, alcaloides, terpenoides, flavonoides, dentre outros. Esses
inseticidas a base de produtos naturais apesar de ndao serem tao eficazes quando
comparados ao controle quimico, possuem maior seguranca e agridem menos 0 meio
ambiente (VERMA et al. 2008; KHAN & AHMAD, 2018).

Nesse contexto, um estudo publicado recentemente por Alves e colaboradores
(2020), revelou as propriedades das quinoxalinas naturais como alternativa ao manejo
quimico, uma molécula pertencente ao grupo dos compostos heterociclicos, e que
estd presente em uma gama de ingredientes farmacéuticos e produtos naturais.
Porém, alguns estudos ainda tem sido realizados a fim de analisar o tempo de
exposicao e a excrecao destes compostos, uma vez que O organismo humano

também pode entrar em contato com essas substancias naturais.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizacao da atividade endoglucanase em extratos proteicos brutos de cupins,

para a utilizacao destes como ferramenta na triagem de cupinicidas naturais.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter extratos proteicos brutos de cupins como fonte de celulases, para realizar os

ensaios in vitro de atividade enzimatica;



- Realizar ensaios de atividade enzimatica celulolitica de endoglucanases
- Comparar as atividades dos extratos proteicos brutos com a atividade do extrato

proteico purificado de Trichoderma viridae.

5. METODOLOGIA

5.1 CUPINS

A col6nia de individuos adultos foi coletada em fragmentos de madeira de um
imoével residencial infestado na regido da Pampulha, area urbana de Belo Horizonte,
Minas Gerais, em dezembro de 2020. Apds a coleta, os individuos foram preservados
em alcool a 80% e acondicionados em freezer a -20°C, de maneira a preserva-los até
seu uso no preparo dos extratos proteicos.

A identificagdo taxondmica foi realizada através da diferenciacdo morfoldgica
de soldados e operarios em microscopio estereoscopico (Medilux®) com aumento de
80x, utilizando chaves de identificacao ilustrativas de acordo com Constantino (1999,
2002). Os cupins da casta operaria foram entao separados, como mostrado na figura
5, para dar sequéncia aos ensaios, visto que sdo considerados reservatérios de
celulases devido ao seu papel de consumidor primario da celulose na col6nia (ZHOU,
et al. 2008).

Figura 6- Separacao por diferenciacdo morfolégica dos soldados e
operarios

Soldados
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5.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS DE CUPIM

Os cupins foram decapitados e dissecados com auxilio de agulhas acopladas
a seringas de insulina. Parte dos individuos tiveram cabecga/torax e abddmen
separados para darem origem a dois extratos diferentes. Foram preparados dois
extratos proteicos: um de corpo inteiro do inseto, a partir da trituragcdo em nitrogénio
liquido de 45g de cupins inteiros. A biomassa gerada foi suspensa em 450ml de
tampao Acetato de sédio a 0,1M em pH 5,5. O outro extrato, somente da porcao
abdominal dos cupins, foi gerado por igual procedimento, usando 5g de abdémen, que
apos trituragao foram suspensos em 50ml do mesmo tampéao acetato de sédio a0,1M
em pH 5,5, como mostrado Figura 6. As preparacbes foram homogeneizadas em
vortex, centrifugadas a 14.000 RPM por 15 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram
coletados e filtrados, gerando os extratos brutos nomeados como: Extrato Enzimatico
de Exoesqueleto Completo (EEEC) e Extrato Enzimatico de Abdémen (EEAB).

Figura 7- (1) Trituracdo por meio de maceracao; (2) Suspensao em
tampé&o acetato de sodio

Aliquotas de 1,5 mL de cada extrato foram acondicionadas em freezer a
-20°C e usadas como fonte de celulases nos ensaios enzimaticos subsequentes.
Outro extrato proteico obtido do Trichoderma viride, isolado de térmitas e submetido
a procedimentos cromatograficos para enriquecimento da atividade enzimatica, foi
gentilmente cedido pelo Dr. Elio Hideo Baba (Laboratério de Bioquimica e Biologia

Molecular ICEB/UFOP) para auxiliar na comparagao dos resultados.



5.3 ENSAIO DE PROTEINAS TOTAIS

A concentragdo de proteinas totais dos extratos proteicos de cupim (EPC) foi
determinada usando o método colorimétrico de Lowry e colaboradores (1951),
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau e soro albumina bovina (Bovine Serum
Albumin - BSA) como padrdo. Construiu-se uma curva padrdao para possibilitar a
conversdao dos valores de leitura espectrométrica das amostras em respectivas
concentracdes de proteinas. As concentragdes foram: 4,5; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5; 2,0; 1,5;
1,0 e 0,5 mg/mL, utilizando agua destilada para o espectro zero.

Para a reacao colorimétrica, 100ul das amostras (padroes BSA e extratos
enzimaticos de cupins) foram adicionados a micro tubos de 2,0mL, juntamente com
1000ul de reagente de cobre (sulfato de cobre a 2%, tartarato de sodio e potassio
em solucao de carbonato de sodio a 2% em hidroxido de sédio a 0,1 M), por 10
minutos. Em seguida, 100ul do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:3 para agua
destilada é acrescentado, homogeneizado em vortex e incubado por 10 minutos ao
abrigo da luz. Apdés a reacdo de reducao sofrida pelos reagentes obtém-se um
composto de cor azulada, que foi dosado através de leitura espectrofotométrica a
625nm.

Os extratos proteicos foram diluidos em agua destilada por diluicao seriada de
razao 2 (2x até 128x) em triplicata. A concentracdo de proteinas totais foi utilizada
para calcular a atividade especifica de endo-p-1,4-glucanase para cada um dos
extratos enzimaticos obtidos utilizando o valor das unidades de atividade enzimatica
que serao definidas a seguir (SENEESRISAKUL, et al. 2017).

5.4 ENSAIO COM CARBOXIMETILCELULOSE (CMC)

A atividade da endo-B-1,4-glucanase foi mensurada através do ensaio
utilizando Carboximetilcelulose (CMC) como substrato, de acordo com Ghose e
colaboradores (1987). O procedimento do ensaio envolve encontrar a diluicao
adequada de forma que 0,5mL da solucao contendo celulase seja capaz de produzir
0,5mg de acgucar redutor, em uma conversado de 30 minutos. Assim, foram utilizados

0,5mL de cada um dos extratos enzimaticos de cupim diluidos (as diluicbes testadas



foram resumidas na tabela 1) a 50°C em eppendorf, com a adicao de 0,5mL de
solucdo de CMC a 2% em tampao citrato de so6dio a 50 mM em pH 4,8. Apds
incubagdo por 30 minutos em banho-maria a 50°C, a reacdo foi parada pelo
aquecimento em banho maria com agua em ebulicdo. O espectro zero foi formado
pela substituicdo do conteudo enzimatico dos extratos de cupim, por 0,5 mL de tampao

citrato de sodio.

Tabela 1- Dilui¢8es testadas dos extratos enzimaticos de cupim para o
ensaio usando CMC

Extratos Enzimaticos Diluicdes Testadas

Extrato Enzimatico de Exoesqueleto 2,5%, bx e 7,5x
Completo (EEEC)

Extrato Enziméatico de Abdémen (EEAB) 5x, 25x e 37,5x

Extrato Enzimatico de Trichoderma viridae | 500x, 750x e 1000x
(EETvV)

Os valores de absorbéancia dos extratos enzimaticos foram convertidos em
concentracgoes de glicose a partir dos dados da curva padrao de glicose, e as diluicoes
testadas foram convertidas em concentragcdo de enzima, usando a equacao 1
(GHOSE, et al. 1987).

Concentracao =

(D

(_ Volume da enzima na dilui(;ﬁo)
Volume total da diluicao

diluicao

Em seguida, a estimativa da concentragdo dos extratos enzimaticos testados
que produziriam 0,5mg de glicose foi realizada como descrito anteriormente, uma
vez que sao calculos analogos. No entanto, para mensurar a atividade da endo-3-1,4-

glucanase em “unidades de CMC”, deve-se utilizar a equagéo.

0,185
CMC = unidade. min~

1
concentracao de enzima que produz 0,5 mg de glicose

(2)
Assim como a unidade em papel de filtro, a unidade de CMC ¢é baseada na IU,
onde:
11U = 1 umol.min"! de produto de hidrdlise liberado = 0,18 mg.min-! quandoo



produto é glicose

A quantidade absoluta de glicose no ensaio CMC ¢ 0,5 mg:
0,5 mg de glicose = 0,5/0,18 umol

Esta quantidade de glicose foi produzida por 0,5 mL em 30 min, ou seja, na
reacao CMC:
0,5

. — . - _l . _l
0,5mg de glicose 018 X 0.5 X 30 umol.min™*.ml

= 0,185 ymol.min . ml™*(IU.ml™1)

Portanto, a quantidade estimada de enzima (concentragédo absoluta de enzima)
que libera 0,5 mg de glicose na reagdo CMC contém 0,185IU.mL-" corresponde a

equacao 2.
5.5 QUANTIFICACAO DA GLICOSE GERADA

Para quantificar a concentragdo da glicose gerada como produto da reacao
enzimatica, foi utilizado o método da glicose-oxidase, baseado na oxidacao da glicose
pela enzima glicose-oxidase (GOD) em acido glicbnico e peroxido de hidrogénio,
seguindo as recomendacdes do fabricante (Bioclin®). Para tal, 30ul da mistura
reacional final dos ensaios enzimaticos, branco e controle eram incubados a 37°C por
10 minutos em banho-maria com 300 pl de reagente enzimatico de cor (tampao fosfato
em pH 7,5, fenol a 5,0 mmol/L, glicose-oxidase (GOD) a 10000 U/L, peroxidase (POD)
a 1000 U/L, 4-aminoantipirina 0,4 mmol/L e azida sddica a 7,7 mmol/L). Em seguida,
era realizada a leitura em Leitor de Elisa (Molecular Devices®) no comprimento de
onda A= 490nm.

Figura 8 - Principio do método enzimatico de Glicose-Oxidase

GOD .
Glicose + Q2+ H:O : Acido Glicdnico + HzOz

o POD , o
2 H2O:z + 4-aminoantipirina + Fenol 3 Quinongimina + 4H:20:

Fonte: Bioclin®.

Apos o teste realizado foram construidas curvas padrao de glicose usando o



software Excel Microsoft® que possibilitaram a obtengcdo de uma equacéo linear, que
permitiu converter os valores das leituras de absorbancias espectrofotométricas
obtidas durante as analises em concentragées do produto gerado. O coeficiente de
correlacdo angular (R? também foi extraido, possibilitando que a equacao fosse
empregada para calculo dos resultados, sendo o coeficiente de correlacdo sempre

igual ou superior a 0,99.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ENSAIOS DAATIVIDADE ENZIMATICA

O valor da absorbancia de concentracées conhecidas do padrao de Glicose
estabelecido no ensaio enzimatico foi utilizado para plotar um grafico de dispersao dos
pontos, obtendo-se uma equacao, com coeficiente de correlagdo angular superior a
0,99 (Gréfico 1). A reta obtida foi utilizada para converter os valores da absorbancia

das amostras em concentrag¢des conhecidas de substrato.

Grafico 1- Curva de Glicose Padréo

Curva Padrdo de Glicose VY=2,369x-0,0108
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6.2 CARACTERIZAGCAO DAS ATIVIDADES CATALITICAS DAS CELULASES

Foram plotados graficos (Grafico 2) de concentragcdo enzimatica versus



concentracao a de glicose gerada a fim de encontrar uma equagao da reta que
determinasse precisamente a concentragdo enzimatica que seria capaz de gerar
0,5mg de acgucar redutor, em uma conversao de 30 minutos. Apds determinadas as

diluicées para cada extrato os calculos de atividade enzimatica foram realizados.

Grafico 2- Atividade Catalitica de Endoglucanase presente no Extrato

Enzimatico de Trichoderma viridae
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Grafico 3- Atividade Catalitica de Endoglucanase presente no Extrato

Enzimatico de Exoesqueleto Completo
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Gréfico 4- Atividade Catalitica de Endoglucanase presente no Extrato

Enzimatico de Abdémen
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A atividade celulitica proveniente dos extratos enzimaticos de cupim
(Coptotermes sp.) obtidos neste estudo (Extrato Enzimatico de Exoesqueleto
Completo - EEEC e de Abdomen - EEAB) estao representados na Tabela 2. Pode-
se observar que a atividade destes foram menores quando comparadas ao Extrato
Enzimatico de T. viride (EETv), sendo a atividade celulitica total reduzida cerca de 5x
e 8x.

O valor de proteinas totais foi medido e utilizado para calcular a atividade
especifica para cada um dos extratos, levando em consideragdo o grau de
enriquecimento das atividades em fung¢do do conteudo total de proteinas no extrato.
Considerando este parametro, percebe-se maior atividade catalitica para o EETv.
Estes fatos constatados indicam a importancia de processos subsequentes de
purificacao de proteinas como forma de melhorar a eficiéncia catalitica das enzimas

presentes em cada extrato.

Tabela 2- Resultados Obtidos a Partir da Caracterizagdo da Atividade

Catalitica de Celulase.



Extratos Proteinas Unidades de CMCase Atividade
Enziméticos | Totais (U/ ml) Especifica CMCase
(mg/ml) (U/mg)
EETv 397,44 23,87 0,06
EEEC 495,36 1,03 0,0021
EEAB 670,08 1,74 0,0026

Somente os operarios Coptotermes spp. foram selecionados para producao
dos extratos proteicos, devido ao fato de possuirem papel como consumidores
primarios de celulose na colbénia, o que os destaca das demais castas em relagéo a
capacidade de digerir materiais celulésicos (ZHOU, et al. 2008). Esses extratos foram
usados como fonte de celulases para o ensaio enzimatico subsequente.

E importante ressaltar que a capacidade de digestdo completa da celulose, ndo
depende somente das celulases, mas também, da fisiologia de seu trato digestivo do
cupim. A digestdo da celulose de cupins inferiores do género Coptotermes spp. se
inicia na boca através da fragmentacao enérgica de mandibulas e trituragcdo na moela,
seguida do inicio de hidrélise catalitica da celulose pelas celulases enddgenas
(endoglucanase e B-glicosidase) que sao secretadas pelas glandulas salivares no
intestino anterior, localizado na capsula encefalica. A agao sinérgica dessas enzimas
continua no intestino médio (térax/abdémen), de forma que os materiais ainda n&o
foram absorvidos por esse epitélio, se encaminham para serem finalizados no
intestino posterior (abdémen) por intermédios de protistas flagelados simbiontes, que
secretam além de endoglucanase e B-glicosidase, exoglucanase e hemicelulase para
a conversao finalde celulose em nutrientes essenciais (KONIG & VARMA, 2006; KHAN
& AHMAD, 2018; AHMAD, et al. 2021).

Pode-se notar que as endoglucanases exercem um papel essencial durante o
ciclo digestivo da celulose, catalisando uma série de reagdes subsequentes na
formacao de um produto, que é a glicose. Ao analisarmos os resultados, foi possivel
observar que a atividade de endoglucanases do EETv se mostra maior que as dos
demais extratos, sendo a atividade do EEAB maior que a do EEEC.

Muitos estudos foram realizados para caracterizar carboidratos como
potenciais inibidores da atividade celulolitica de cupins. Dentre eles, ZHOU e



colaboradores (2008) investigaram trés carboidratos como prototipos de inibidoresde
celulases e, dois deles (Celobioimidazol e Fluorometil Celobiose) se mostraram
eficazes para inibir exoglucanase e, principalmente, a B-glicosidase de trato digestivo
de Reticulitermes flavipes. No estudo de SCHARF e colaboradores (2010),
Celobioimidazol também demonstrou inibicdo para B-glicosidase de intestino de R.
flavipes. Outro estudo, de ZHOU e colaboradores (2005), avaliou cinco potenciais
inibidores da atividade de B-glicosidase em ensaios de alimentagc&do in vivo para
Coptotermes formosanus, sendo que dois deles (1-desoxinojirimicina e
gluconolactona) sdo compostos a base de carboidratos, mostraram-se inibidores
reversiveis dessa enzima. Desta maneira, estudos como estes, apontam o potencial
de pequenas moléculas como protétipo de inibicdo para B-glicosidase, sendo
necessario chegar ao isolamento desta substéncia para realizar analises mais
adequadas para sua caracterizacdo e potencial farmacologico, como se pretende

fazer nos estudos subsequentes de prospecc¢ao de cupinicida naturais.

7. CONCLUSAO

A busca por cupinicidas naturais vem se apresentando como uma estratégia
chave na caracterizacao de substancias prototipos que substituam o manejo quimico
atualmente utilizado com grande frequéncia. Essa busca € motivada por inumeras
consequéncias de um manejo realizado sem qualquer capacitacao aos trabalhadores
agropecuarios, que tem a sua saude comprometida além dos danos que sdo causados
ao ambiente.

A caracterizacdo da atividade celulolitica de enzimas presentes no trato
digestivo de cupins, permite a elaboracdo de estudos de inibicdo enzimatica com

substancias que tém como alvo as celulases. A modelagem molecular, por exemplo,



permite a sintese de novas moléculas de forma racional, podendo também ser
aplicada para moléculas de origem natural, a fim de otimizar a sua relagcéo estrutura
atividade e melhorar a interacdo da substancia com o seu receptor alvo (BARREIRO,
1997).

Embora a atividade celulolitica da endoglucanase presente nos extratos brutos
estudados se apresente menores em comparagao ao extrato purificado de fungo
comensal de térmita, estas foram mensuraveis e ja permitem a sua aplicagdo em
estudos e triagens de potenciais cupinicidas naturais, feitos a base de plantas
produtoras de metabdlitos ativos de modo a realizar um controle mais especifico e que
agrida menos a natureza.

E necessario ressaltar que a aplicacdo de métodos de purificacdo dos extratos
brutos e sua devida caracterizagdo pode aumentar o potencial desta estratégia como

ferramenta biotecnoldgica.
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