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Laprotox

INntroducao

Ureases sao metaloenzimas dependentes de niquel que catalisam a hidrolise da ureia a amonia e dioxido de carbono. Ureases
vegetais e microbianas pertencem a um grupo de proteinas multifuncionais que apresentam propriedades independentes da sua
atividade ureolitica, tais como atividade inseticida, fungitoxica e de ativacao plaguetaria. A leguminosa Feijao-de-porco (Canavalia
ensiformis) apresenta trés isoformas de ureases: urease majoritaria (JBU), Canatoxina e JBURE-II. A Canatoxina apresenta
toxicidade a uma ampla variedade de insetos devido a hidrolise desta proteina por enzimas do tipo catepsinas, presentes no sistema
digestivo dos insetos suscetiveis. Esta hidrolise promove a liberacao de um peptideo entomotoxico (Pepcanatox). Baseado na
seguéncia N-terminal do Pepcanatox e utilizando como molde o cDNA de JBURE-II, um peptideo recombinante eqguivalente,
denominado Jaburetox, foil clonado e expresso em Escherichia coli, apresentando um amplo espectro de acao inseticida e atividade
contra fungos filamentosos e leveduras. Com o intuito de desenvolver uma formulacao contendo Jaburetox para uma possivel
aplicacao agronomica e/ou medica, o peptideo foli encapsulado em nanoparticulas lipidicas. Jaburetox apresentou uma elevada taxa
de associacao as particulas lipidicas e a encapsulacao aumentou, em aproximadamente, 30 % a atividade antifungica do Jaburetox
contra Pichia membranifaciens. Dessa forma, os objetivos deste estudo sao verificar se a encapsulacao afetou a atividade inseticida

do Jaburetox e se a mesma apresenta-se toxica ao nematoide Caenorhabditis elegans, o gual € um excelente modelo de toxicidade.

.. . 4) Ingestao
Materiais e Méetodos ) Ing

1) Producéo e Purificacdo de Jaburetox A formulacao de nanoparticulas e tampao Tris-HClI 10 mM foram

administrados em dois insetos modelo:
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Chelating Sepharose — Ni2* (Fonte: www.ufrgs.br/laprotox)

2) Producao das Nanoparticulas Lipidicas Resultados e discussoes

O lipidio sélido e o lipidio liquido foram aquecidos de 5 a 10 °C acima Injecido em Dysdercus peruvianus

do ponto de fusao do lipidio solido, formando, assim, a fase oleosa. A _ o ~ o
A via de administracao por Injecao, testada em Dysdercus

fase aguosa previamente aquecida foi, entao, vertida sobre a fase _ _ _ .
peruvianus, mostrou resultados nao satisfatorios, uma vez gue 0S

oleosa. ApoOs, obteve-se uma emulsao, por agitacao, utilizando-se o _ o _ o
Insetos Injetados apresentaram alta mortalidade as Injecoes com

UltraTurrax IKA T25 Basic. A nanoemulsao fol transferida para frascos _ _ ) o .
tampao. Como essa via apresenta metodos praticos de dificil

de vidro e colocada em banho de gelo. N o N o _
execucao decidiu-se, entao, suprimi-la dos ensaios, dando enfoque

as vias de ingestao.
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Figura 1: Método de producao das nanoparticulas lipidicas, segundo Tichota
2014.

A encapsulacao do Jaburetox foi realizada adicionando-se o peptideo a
formulacao e seguindo o0os mesmos procedimentos de producao de

nanoparticulas lipidicas.

3) Injecao na Hemocele em Dysdercus peruvianus

Os ensaios foram realizados em Dysdercus peruvianus de 5° instar, em
grupos controle de 3 a 5 insetos. Foram injetados, na hemocele, 1,5 mL

de tampao Tris 10 mM, utilizando-se seringa do tipo Hamilton.
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Figura 2: Ninfas de Dysdercus peruvianus Figura 3: Ninfas de 5% instar de

de 5° instar.  (Fonte: www.ufrgs.br/laprotox) Dysdercus peruvianus em banho de gelo,

previamente a injecao.

algodao e as nanoparticulas lipidicas estdao em andamento. O
experimento sera acompanhado por 20 dias, e a taxa de mortalidade

sera verificada diariamente.

INngestao por capilares em Rhodnius prolixus

Neste ensaio foram ministradas atraves de capilares de vidro apenas
as nanoparticulas lipidicas vazias (controle). Apds 72h de ensaio, foi
verificado 100% de sobrevivéncia dos insetos mostrando que a

composicao lipidica das nanoparticulas nao sao toxicas.

Perspectivas

« Ensalo de Ingestao por capilares, em Rhodnius prolixus,
administrando diversas doses de nanoparticulas carregadas com

jaburetox;

« Ensaio de vaporizacao das nanoparticulas lipidicas na cuticula dos
iInsetos. Com o auxilio de vaporizadores, pretende-se otimizar o

volume necessario para “embeber” os insetos.
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