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RESUMO 

 

Helmintoses e infecções bacterianas são um grande desafio para a produção 
pecuária porque provocam perda de produtividade nos rebanhos. Para reduzir 
prejuízos, os produtores realizam o controle de parasitos e bactérias principalmente 
utilizando produtos químicos sintéticos, mas a resistência aos princípios ativos 
desses produtos insta a busca contínua por moléculas biologicamente ativas. Essa 
pesquisa foi conduzida com o objetivo de obter frações proteicas e protease a partir 
do látex de Ficus benjamina, além de avaliar uso potencial dessas amostras 
proteicas no controle do nematóide parasito de pequenos ruminantes, Haemonchus 
contortus, bem como sobre as bactérias patogênicas Salmonella enterica, 
Staphylococcus aureus e Enterobacter aerogenes. O látex foi obtido a partir de uma 
incisão feita no ápice do galho das plantas e coletado em tampão fosfato de sódio 
(75 mM, pH 7,0). O látex foi centrifugado (12.000 x g a 4 °C por 15 min), dialisado 
contra água (cut-off 14 kDa), novamente centrifugado nas mesmas condições 
anteriores e, então, denominado EPL (Extrato Proteico do Látex). O EPL foi 
fracionado com sulfato de amônio a 30-60% e 60-90% de saturação para a obtenção 
das frações denominadas F30-60 e F60-90, respectivamente. A F60-90 foi 
fracionada por cromatografia de troca iônica em matriz de CM-Cellulose e a fração 
com maior atividade proteolítica obtida foi denominada FbP (Ficus benjamina 
Protease). De posse dessas frações, foram conduzidos ensaios de análise de 
proteínas, atividade proteolítica e identificação da FbP. Adicionalmente foram 
realizados ensaios de inibição do desenvolvimento larvar do nematódeo H. contortus 
e inibição do crescimento das bactérias S. enterica, S. aureus e E. aerogenes em 
meio líquido. Os teores de proteína totais obtidos foram, respectivamente, 121,6, 
21,2, 75,7 mg para EPL, F30-60 e F60-90. A atividade proteolítica das amostras 
proteicas foi de 43.471, 13.245 e 57.857 UA/mL/mgP para EPL, F30-60 e F60-90, 
respectivamente. A FbP apresentou atividade proteolítica de 36.393,8 UA/mL/mgP. 
A análise em gel mostrou a FbP com uma banda proteica com massa entre 20 e 30 
kDa e por espectrometria de massa identificou-se a FbP como protease cisteínica, 
com massa molecular de 23,97 kDa. FbP manteve atividade proteolítica estável na 
faixa de pH entre 6 e 10 e em uma ampla faixa de temperatura, com atividade ótima 
à 60 °C. Em testes de inibição do desenvolvimento larvar, EPL, F30-60, F60-90 e a 
FbP apresentaram IC50 de 0,22, 1,38, 0,42 e 0,26 mg/mL, respectivamente. Foi 
verificado que EPL, F30-60 e F60-90 não exerceram ação inibitória sobre o 
crescimento das bactérias, mas FbP inibiu o crescimento de S. aureus e S. enterica 
com mínima concentração inibitória (MIC) de 3,12 µg/mL. Conclui-se que a FbP 
obtida a partir do látex de F. benjamina possui propriedades biológicas promissoras 
para o desenvolvimento de produtos que possam ser utilizados no controle do 
nematóide gastrointestinal, H. contortus, e das bactérias patogênicas S. aureus e S. 
enterica.  

Palavras-chave: Proteína, Anti-helmíntico, Antibacteriano, Pecuária. 
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ABSTRACT 

 

Helminthes and bacterial infections are a major challenge for livestock production 
because they cause loss of productivity in herds. To reduce losses, producers control 
parasites and bacteria mainly using synthetic chemicals, but the resistance to the 
active principles of these products calls for the continuous search for biologically 
active molecules. This research was conducted with the objective of obtaining protein 
fractions and protease from the latex of Ficus benjamina, in addition to evaluating the 
potential use of these protein samples in the control of the parasite nematode of 
small ruminants, Haemonchus contortus, as well as on the pathogenic bacteria 
Salmonella enterica, Staphylococcus aureus and Enterobacter aerogenes. Latex was 
obtained from an incision made at the apex of the plant limb and collected in sodium 
phosphate buffer (75 mM, pH 7.0). The latex was centrifuged (12,000 x g at 4 ° C for 
15 min), dialysed against water (14 kDa cut-off), again centrifuged under the same 
conditions as before and then referred to as EPL (Latex Protein Extract). The EPL 
was fractionated with ammonium sulphate at 30-60% and 60-90% saturation to 
obtain the fractions denominated F30-60 and F60-90, respectively. F60-90 was 
fractionated by ion exchange chromatography on CM-Cellulose matrix and the 
fraction with the highest proteolytic activity obtained was denominated FbP (Ficus 
benjamina Protease). With these fractions, protein analysis, proteolytic activity and 
FbP identification were carried out. In addition, inhibition of larval development of the 
nematode H. contortus and inhibition of the growth of S. enterica, S. aureus and E. 
aerogenes in a liquid medium were carried out. The total protein levels obtained 
were, respectively, 121.5, 21.2, 75.7 mg for EPL, F30-60 and F60-90. The proteolytic 
activity of the protein samples was 43,471, 13,245 and 57,857 UA/mL/mgP for EPL, 
F30-60 and F60-90, respectively. The FbP presented proteolytic activity of 36,393.8 
AU/mL/mgP. Gel analysis showed FbP with a protein band with mass between 20 
and 30 kDa and by mass spectrometry the FbP was identified as cysteine protease, 
with a molecular weight of 23.97 kDa. FbP maintained stable proteolytic activity in the 
pH range between 6 and 10 and over a wide temperature range, with optimum 
activity at 60 °C. In tests for inhibition of larval development, EPL, F30-60, F60-90 
and FbP presented IC50 of 0.22, 1.38, 0.42 and 0.26 mg/mL, respectively. It was 
verified that EPL, F30-60 and F60-90 did not exert an inhibitory action on the growth 
of bacteria, but FbP inhibited the growth of S. aureus and S. enterica with minimum 
inhibitory concentration (MIC) of 3.12 μg/mL. It is concluded that FbP obtained from 
latex of F. benjamina has promising biological properties for the development of 
products that can be used in the control of the gastrointestinal nematode, H. 
contortus, and the pathogenic bacteria S. aureus and S. enterica. 

Keywords: Protein, Anthelmintic, Antibacterial, Livestock. 

 



13 

 

 

CAPÍTULO I – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é um país com grande capacidade produtiva devido às condições 

edafoclimáticas favoráveis e extenso território. Com o maior rebanho bovino 

comercial do mundo, a pecuária se destaca como um dos setores de maior 

importância econômica do Brasil (MAPA, 2016). A criação de caprinos e ovinos 

também tem ganhado destaque no agronegócio nacional. Estima-se que os 

rebanhos caprino e ovino contam com um efetivo de aproximadamente 18 milhões e 

9 milhões de animais, respectivamente. Grande parte dos rebanhos está 

concentrada na região Nordeste, que responde por 57% do rebanho ovino e 91% do 

rebanho caprino (IBGE, 2014). Nesta região a caprinocultura é favorecida pela 

adaptação dos animais às regiões semi-áridas (SOUZA, 2007).  

Um dos fatores limitantes para a produtividade dos rebanhos, em países 

tropicais como o Brasil, são as infecções parasitárias causadas por nematóides 

gastrintestinais, bem como as infecções provocadas por microorganismos 

patogênicos. Nesse aspecto, para que a produção animal seja viável, é necessário, 

portanto, o controle dos parasitos de elevada patogenicidade, o que envolve práticas 

adequadas de manejo sanitário e alimentar, bem como a utilização de anti-

helmínticos e antibióticos, quando necessário (ANDREOTTI; NICODEMO, 2004; 

MINHO, 2014). No entanto, o que tem se observado, por parte dos produtores, é o 

uso indiscriminado de produtos químicos sintéticos como principal método de 

controle dos parasitos, mas essa prática tem condicionado o aparecimento de 

linhagens de parasitos resistentes aos princípios ativos dos medicamentos do 

mercado (MELO et al., 1998; RODRIGUES et al., 2007).  

É nesse contexto que se torna necessária a busca por compostos 

bioativos no combate às infecções e verminoses que sejam eficientes, sobretudo em 

populações onde se observa o fenômeno da resistência. As espécies vegetais 

possuem diversos compostos que são ativos no controle de patógenos e parasitos 

naturais e que, também, podem ser usados no controle de nematóides (CAMURÇA-

VASCONCELOS et al., 2005) e bactérias (FRIEDMAN et al., 2002) que acometem 

animais. O uso de fitoterápicos na produção animal é uma alternativa que poderá 
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prolongar a vida útil dos anti-helmínticos e antibióticos do mercado (VIEIRA, 2005). 

Assim, esse trabalho foi desenvolvido com o intento de ampliar o entendimento 

acerca do controle de infecções parasitárias e bacterianas utilizando proteínas 

bioativas. 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Nematodiose gastrointestinal em pequenos ruminantes 

 

A criação de pequenos ruminantes é uma prática de importância sócio-

econômica em todo mundo, mas está susceptível à ineficiência biológica e 

econômica provocadas pelo estabelecimento de infecções parasitárias por 

nematóides gastrointestinais. No nordeste brasileiro, o emprego de tecnologias na 

produção de caprinos e ovinos ainda é baixo. A criação dos animais se dá, 

principalmente, em regime extensivo, onde os animais se alimentam em áreas de 

pastagem nativa, com pouca ou nenhuma suplementação na dieta na época seca 

(GIRÃO et al., 1998).   

No Brasil, larvas infectantes estão disponíveis na pastagem praticamente 

o ano inteiro, servindo de fonte contínua de infecção, mas a maior disponibilidade de 

larvas ocorre frequentemente no fim do período chuvoso e início da estação seca, 

época em que ocorrem os surtos de nematodiose (COSTA et al., 2009). Geralmente, 

as infecções por nematóides gastrointestinais são provocadas por mais de uma 

espécie que ocorrem simultaneamente no mesmo animal e os sinais clínicos variam 

de acordo com a idade, imunidade, estado nutricional do hospedeiro, intensidade da 

carga parasitária e as espécies de nematóides envolvidas na infecção (VLASSOF et 

al., 2001).  

O parasitismo pode provocar sérios danos à saúde do animal. Tais danos 

se configuram em retardo no desenvolvimento, perda de peso, anemia severa, 

redução na produção de lã, carne e leite, o que resulta em perda de produtividade, 

geração de custos com o combate das enfermidades e comprometimento do 

processo produtivo (PERRY et al., 2002; KRYCHAK-FURTADO et al., 2005). Altas 

taxas de mortalidade nos rebanhos estão associadas à elevada carga parasitária, 
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sendo que os animais mal nutridos e os mais jovens são os mais susceptíveis aos 

efeitos do parasitismo (SANTA ROSA, 1996). 

Caprinos e ovinos são acometidos por diversos nematóides, mas os 

principais gêneros prevalentes nos rebanhos são:  

 Abomaso: Haemonchus contortus e Trichostrongylus axei; 

 Intestino delgado: Trichostrongylus colubriformis, Strongyloides 

papillosus, Cooperia punctata, Cooperia pectinata e Bunostomum 

trigonocephalum; 

 Intestino grosso: Oesophagostomum colubianum, Trichuris ovis, 

Trichuris globulosa e Skrjabinema sp. 

(VIEIRA, 2005). 

 

Em uma perspectiva global, H. contortus é considerado o nematóide 

gastrointestinal de maior prevalência e patogenicidade para pequenos ruminantes, 

causando extensas perdas econômicas para o setor de criação de caprinos e 

ovinos. Pertencente à família Trichostrongylidae, H. contortus tem ciclo de vida 

direto, que pode ser dividido em duas fases: uma de vida livre, no ambiente e outra 

parasitária (GEORGE, 1998). 

 

 

Figura 1. Ovo (A), larva de primeiro estádio (B) e adultos de Haemonchus contortus 
na mucosa do abomaso (C). Fonte: CARVALHO, 2011; OLIVEIRA, 2013; ENDO, et 
al., 2014.  
 

 Fêmeas e machos adultos estão localizados no abomaso do hospedeiro 

onde realizam a cópula. As fêmeas eliminam os ovos que seguem pelo intestino e 

são eliminados no ambiente junto com as fezes. As fêmeas são capazes de produzir 
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milhares de ovos por dia, o que pode provocar uma elevada contaminação da 

pastagem (LE JAMBRE, 1995). 

Nas fezes, os ovos se desenvolvem em estádios larvais subseqüentes 

denominados de L1, L2 e larva infectante de terceiro estádio, L3. As larvas infectantes 

migram das fezes e são ingeridas pelos animais junto com o pasto. Ao chegarem ao 

abomaso, as larvas penetram na mucosa gástrica e realizam a muda para L4. As 

larvas L4 voltam ao lúmen do abomaso onde se fixam na parede gástrica e se 

desenvolvem em L5 e adultos, reiniciando o ciclo (CLIMENI et al., 2008) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Ciclo biológico do nematóide Haemonchus contortus (GIRÃO et al., 1998). 

 

A infecção por H. contortus pode provocar a hemoncose, doença de 

elevada importância veterinária para a pecuária (CLIMENI et al., 2008). Os principais 

problemas provocados por esse parasito estão relacionados ao seu hábito 

hematófago. Ao se instalar no abomaso do hospedeiro, cada parasito provoca perda 

diária de 0,05 mL de sangue pela ingestão e extravasamento das lesões (TAYLOR 

et al., 2007). Os sinais clínicos da hemoncose mais comumente observados são 

edema submandibular, progressiva perda de peso, desidratação e anemia, 

caracterizada pela queda do volume globular (SANTA ROSA, 1996). Em casos mais 

severos de intensa infestação, a hemoncose pode levar à morte súbita dos animais 

(CLIMENI et al., 2008).  

Para reduzir os danos causados pelo parasitismo, os produtores 

pecuários realizam controle, em geral, com a administração de medicamentos 

sintéticos de amplo espectro. As principais classes de anti-helmínticos utilizadas na 
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produção pecuária são dos grupos químicos das Avermectinas, Milbemicina, 

Benzimidazóis, Imidazóis, Salicilanidas, utilizados com o objetivo de reduzir os níveis 

de infecção dos animais e diminuir o grau de contaminação das pastagens (STEAR; 

MURRAY, 1994; MOLENTO et al., 2004). Girão et al. (1998) preconizam que além 

da vermifugação dos animais, outras práticas de manejo devem ser adotadas para o 

controle eficiente dos parasitos, tais como pastejo alternado, descanso da pastagem, 

evitar altas taxas de lotação, fazer limpeza das instalações e separar animais por 

faixa etária. Nesse sentido, o manejo nutricional, sanitário e reprodutivo são práticas 

importantes em toda exploração pecuária para alcançar bons índices de 

produtividade. 

Por ser de resposta rápida, o uso de anti-helmínticos sintéticos tem sido 

largamente empregado por produtores pecuários. No entanto, o uso excessivo 

desses produtos tem levado ao surgimento de linhagens de parasitos insensíveis 

aos princípios ativos dos anti-helmínticos do mercado. Relatos de resistência tem se 

tornado cada vez mais comum em todo o mundo (GATONGI et al., 2003; THOMAZ-

SOCCOL et al., 2004; POMROY, 2006; SISSAY et al., 2006).  

Alternativamente, o uso de produtos de origem vegetal tem sido 

amplamente investigado como forma de controlar parasitos. O uso de plantas 

medicinais não é em si uma prática nova, mas o interesse da ciência em validar a 

ação de fitoterápicos tem crescido nos últimos anos (GITHIORI et al., 2006).  

A fitoterapia pode ser uma importante aliada no controle estratégico de 

nematóides gastrointestinais. Com essa perspectiva, Macedo et al. (2013) 

demonstraram que o óleo essencial das plantas Alpinia zerumbet, Coriandrum 

sativum e Tagetes minuta exibe eficiência in vitro sobre a eclosão de ovos do H. 

contortus, com percentuais de inibição de 81 a 99% a 2,5 mg/mL e inibição do 

desenvolvimento de larvas variando de 94 a 99% a 10 mg/mL. 

A eficácia de extratos das plantas Ananas comosus e Lespedeza cuneata 

foi avaliada em testes in vivo com um tratamento em duas fases. Os tratamentos 

consistiram em administrar, por via oral, os extratos a 100 mg/kg de peso corporal  

uma vez por semana durante 42 dias (fase 1) e depois por três dias consecutivos 

(fase 2). A eficiência observada foi de 58% e 61%, na fase 1 e 77% e 81%, na fase 2 

para as plantas A. comosus e L. cuneata, respectivamente (AHMED et al., 2014).  
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Redução de 100% na contagem de ovos fecais durante 21 dias foi 

observada quando cordeiros infectados com nematóides gastrointestinais 

(Haemonchus contortus, Cooperia spp., Chabertia spp., Trichuris spp., 

Trichostrongylus spp., Ostertagia spp e Nematodirus spp.) foram tratados com o 

extrato de Salix babylonica (20 mL/codeiro/dia, extrato preparado utilizando 1 g de 

folha para 8 mL de água) (CEDILLO et al., 2015). 

A ação efetiva de extratos vegetais geralmente é atribuída aos compostos 

do metabolismo secundário das plantas (MOLAN et al., 2003; BARRAU et al., 2005, 

YONDO et al., 2013), mas alguns trabalhos relatam a eficiência de proteínas 

vegetais no controle de nematóides gastrointestinais. Por exemplo, proteases 

obtidas a partir do mamão são eficientes no controle do endoparasito de suínos, 

Trichuris suis (LEVECKE et al., 2014) e do parasito do estômago de ratos, 

Protospirura muricola (STEPEK et al., 2007). Outros aspectos relacionados à 

utilização de proteínas bioativas para o controle de nematóides gastrointestinais 

foram abordados no capítulo II. 

 

2.2 Infecções por bactérias patogênicas 

 

As infecções bacterianas são um problema para a produção pecuária 

porque podem comprometer a produtividade dos rebanhos, além da possibilidade de 

contaminação dos produtos de origem animal utilizados na alimentação humana. 

Dessa forma, o controle e a prevenção de doenças infecciosas são práticas 

indispensáveis para melhorar a eficiência da produção, bem como para a proteção 

do bem-estar humano e animal (EVANGELOPOULOU et al., 2015). 

A principal doença infecciosa do gado leiteiro é a mastite. A mastite é uma 

inflamação na glândula mamária que pode ser causada por microorganismos, por 

traumas físicos ou agentes químicos irritantes (LANGONI et al., 1998). Quando é 

causada por microorganismos, a resposta inflamatória tem a finalidade de regenerar 

os tecidos danificados, eliminar os agentes infecciosos e neutralizar as toxinas por 

eles produzidas. Essa doença influencia diretamente na produção de leite, além de 

ser responsável por alterações nas características físicas, químicas e bacteriológicas 

do mesmo (SANTOS; FONSECA, 2007). Ressalta-se ainda, a relevância dessa 

doença em relação à saúde pública, devido ao envolvimento de bactérias 
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patogênicas que podem colocar em risco à saúde humana (ZECCONI; HAHN, 

1999). 

Diversos microorganismos podem provocar a mastite, dos quais podemos 

citar: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, 

Streptococcus uberis, Corynebacterium bovis, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, 

Enterobacter aerogenes, espécies dos gêneros Citrobacter, Serratia e Proteus, 

Streptococcus faecalis, Streptococcus faecium e outros Streptococcus (HARMON, 

1994; RANJAN et al., 2006) . Desses, S. aureus destaca-se como o agente 

causador da mastite contagiosa de maior importância, ocorrendo com maior 

prevalência nos rebanhos leiteros do mundo todo. S. aureus é uma bactéria Gram-

positiva, do tipo cocos coagulase positivos, β-hemolíticos, maltose e manitol 

positivos (JAY, 1994) que cresce prontamente no canal do teto (PHILPOT; 

NICKERSON, 2000). Essas bactérias secretam toxinas que podem contaminar o 

leite e permanecer estáveis no produto in natura ou nos derivados (FAGUNDES; 

OLIVEIRA 2004). 

Outra doença de elevada importância médico-veterinária é a salmonelose. 

Essa doença é provocada por bactérias do gênero Salmonella, que ao serem 

ingeridas pelo animal se estabelece no trato gastrointestinal, principalmente no íleo. 

Morfo-fisiologicamente, salmonelas são bacilos Gram-negativos, aeróbios e aeróbios 

facultativos, mesófilos, descarboxilase positivos, urease e indol negativos (CAMPOS, 

2002).  Essas bactérias pertencem à família Enterobactereaceae que inclue, 

aproximadamente 2.300 sorotipos, entre os quais 1.367 pertencem à subespécie 

enterica (CAMPOS, 2002). Salmonella enterica sorovares Typhimurium, Agona e 

Enteritidis, ocasionam salmoneloses em diversos animais (LAX et al., 1995), sendo 

de grande interesse nos últimos anos devido à infecção alimentar ocasionada em 

humanos (SEO et al., 2000). 

Nos animais de produção, o controle de microorganismos patogênicos é 

feito principalmente pelo uso de antibióticos sintéticos. As principais doenças 

tratadas com antimicrobianos são as gastroentéricas, respiratórias, cutâneas e 

reprodutivas (TEUBER, 2001). Durante o tratamento da mastite, é obrigatório o 

descarte do leite de acordo com o período de carência do antibiótico o que resulta 

em perdas econômicas para os produtores (BRITO, 2007). Outros problemas 

relacionados ao uso excessivo de antibióticos estão relacionados à contaminação 
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ambiental, contaminação residual dos produtos origem animal utilizados na 

alimentação humana e o fenômeno da resistência bacteriana. 

Em meio a esse cenário, o conhecimento sobre espécies vegetais com 

atividade antimicrobiana tem sido ampliado nos últimos anos com o intuito de 

desenvolver novas estratégias de controle. Nesse contexto, Pinho et al. (2012) 

observaram que extratos de várias plantas nativas do Cerrado e Mata Atlântica 

inibem o crescimento de S. aureus, constituindo-se como uma fonte de compostos 

antibiótico que pode ser aproveitada por produtores locais. 

Extratos ou óleos essenciais de plantas exibem efeitos sinérgicos com 

antibióticos, apresentando-se como uma alternativa potencial para o controle de 

linhagens resistentes (FAROOQUI et al., 2015; MIKULÁŠOVÁ et al., 2016). Outra 

descoberta interessante é que a combinação de extratos vegetais de diferentes 

plantas medicinais também pode apresentar interações potencializadoras da eficácia 

antimicrobiana. Nesse sentido, Ncube et al. (2012) avaliaram o fitosinergismo de 

diferentes extratos obtidos de três plantas medicinais e observaram efeito sinérgico, 

aditivo, indiferente e antagônicos.   

Estudando o efeito de extratos vegetais sobre 29 bactérias Gram-

negativas incluindo bactérias multirresistentes, Fankam et al. (2015) observaram que 

os extratos de diferentes plantas eram capazes de inibir o crescimento bacteriano e 

de potencializar o efeito de antibióticos sobre bactérias multirressitentes, onde o 

extrato do fruto de Allanblackia gabonensis  apresentou mínima concentração 

inibitória (MIC) inferior a 100 µg/mL para 37% das bactérias e o extrato de folhas de 

Combretum molle exerceu efeitos moduladores quando combinado com 

cloranfenicol, canamicina, estreptomicina e tetraciclina sobre bactérias 

multirresistentes com percentuais variando de 67% a 100%. 

N'guessan et al. (2007) avaliaram o efeito bactericida de extratos aquosos 

de Thonningia sanguinea para cepas de Salmonella multirresistentes a droga (MRD) 

e cepa sensível. Neste estudo os autores obtiveram valores de IC50 para as MRD S. 

typhi, S. hadar e S. typhimurium de 0,10, 0,45 e 1,25 mg/mL, respectivamente, e 

0,25 mg/mL para a sensível S. enteritidis.  
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2.3 Ficus benjamina 

 

Ficus é um gênero de plantas laticíferas pertencente à família Moraceae 

que abrange mais de 1.800 espécies conhecidas, das quais, grande parte é descrita 

como planta medicinal utilizada para diversos fins, incluindo-se o uso no controle de 

verminoses (HANSSON et al., 1986; ARAÚJO, 2012) e microorganismos (KUMAR et 

al., 2013; YESSOUFOU et al., 2015). 

 Ficus benjamina ou figueira-benjamim, como é popularmente conhecida, 

é uma planta nativa do sul da Ásia que foi introduzida no Brasil por volta de 1970 e 

atualmente é amplamente cultivada em todo país para fins ornamentais e de 

arborização (ARAÚJO, 2012). É uma árvore perenifólia, de 10 a 15 metros de altura 

com grande copa globosa; folhas simples, coreáceas, ovaladas, ovalado-oblongas 

ou ovalado-elípticas, com ápice alongado, verde brilhantes; os frutos do tipo sicônios 

são sésseis, globosos, geralmente dispostos aos pares, axilares, avermelhados 

quando maduros (LORENZI et al., 2003). A classificação taxonômica da espécie é 

feita de acordo com a descrição na Figura 3. 

 

Figura 3. Classificação taxonômica (esquerda) e imagem de um exemplar da 
espécie Ficus benjamina (direita) com detalhe no látex sendo exsudado após incisão 
do galho (ampliação). 
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Há relatos da atividade antimicrobiana (RESCHKE et al., 2007), anti-

helmíntica (AHMED et al., 2013) e antiviral (YARMOLINSKY et al., 2009) de extratos 

etanólicos de folhas de F. benjamina. Investigando a presença de proteínas da 

defesa vegetal no látex de F. benjamina, Mota (2013) constatou a presença de 

protease, quitinase, peroxidase e β-1,2-glucanase, além disso, o autor verificou que 

a fração rica em quitinase foi capaz de inibir 74% do crescimento do fungo 

fitopatogênico Colletotrichum gloeosporioides. Esses trabalhos mostram que essa 

espécie pode ser uma importante fonte de compostos biologicamente ativos, mas 

são poucos os que avaliam as propriedades biológicas do látex dessa planta 

(MOTA, 2013).  

Nesse contexto, a prospecção de proteínas bioativas para o controle de 

parasitos e patógenos animais é uma área que tem demonstrado resultados 

promissores, mas ainda são poucos os trabalhos com essa abordagem.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 

Avaliar o potencial anti-helmíntico e antibacteriano de protease do látex 

de Ficus benjamina. 

 

3.2 Específicos 

 

 Obter proteínas do látex de F. benjamina; 

 Detectar proteases bioativas e estabelecer protocolos de isolamento; 

 Identificar a protease; 

 Determinar a massa molecular da protease; 

 Determinar pH e temperatura ótimos de atividade da enzima. 

 Avaliar o potencial da protease e de frações proteicas na inibição do 

desenvolvimento de larvas do nematóide Haemonchus contortus; 

 Determinar a concentração responsável por inibir o desenvolvimento de 50% 

das larvas de H. contortus (IC50); 

 Avaliar o potencial da protease e frações proteicas na inibição do crescimento 

das bactérias Salmonella enterica, Staphylococcus aureus e Enterobacter 

aerogenes; 

 Determinar a concentração mínima da protease que inibe o crescimento (MIC) 

das bactérias. 
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CAPÍTULO II – ARTIGO DE REVISÃO 

 

 

Potencial de proteínas exógenas no controle de nematóides gastrointestinais  

 

 

Resumo 

 

Nematóides gastrointestinais comprometem a saúde de humanos, animais 

domésticos e causam elevadas perdas econômicas em animais de produção. 

Atualmente, o controle desses parasitos é um grande desafio, pois a resistência aos 

anti-helmínticos sintéticos é uma realidade mundial. Alternativas como a utilização 

de produtos de origem biológica são relevantes do ponto de vista ambiental e 

econômico. As proteínas são moléculas com diferentes propriedades biológicas que 

podem ser obtidas de uma ampla gama de seres vivos. Proteínas pertencentes a 

diferentes classes têm mostrado elevado potencial no controle de nematóides 

parasitos de vários gêneros com mecanismo de ação diferente dos medicamentos 

atuais do mercado, podendo ser uma solução onde há casos de resistência 

generalizada. Aqui, discutimos a utilização de proteínas e peptídeos exógenos no 

controle de nematóides parasitos do trato digestório de animais e os possíveis 

mecanismos de ação, bem como os desafios e perspectivas para o uso dessas 

biomoléculas como uma nova classe de anti-helmínticos. 

 

Palavras-chave: nematicida, protease, quitinase, lectina, Cry, peptídeos. 

 

1. Introdução   

 

O parasitismo por nematóides gastrointestinais é um problema de saúde 

mundial para humanos e animais. Na pecuária, as doenças parasitárias constituem-

se um dos maiores entraves para a produção animal de forma a comprometer 

diretamente a produtividade dos rebanhos e proporcionam elevadas perdas 

econômicas (Waller, 2003; Nieuwhof e Bishop, 2005; Grisi et al., 2014). 
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Para reduzir os prejuízos e para garantir a produtividade e viabilidade da 

produção, é necessário o controle eficiente dos parasitos com tratamentos sobre o 

hospedeiro e também com um conjunto de práticas de manejo que necessitam do 

conhecimento prévio da biologia do parasito (Sayers e Sweeney, 2005). 

Produtos de origem natural já foram muito utilizados pelo homem para a cura 

de diversas doenças (De Pasquale, 1984). Porém, com o surgimento de novas 

técnicas de obtenção de fármacos sintéticos e a necessidade do controle de muitas 

doenças, incluindo as parasitoses, o uso de produtos químicos sintéticos passou a 

ser preferencialmente o método de controle dos parasitos em substituição aos 

produtos de origem natural (Cezar et al., 2008). Entretanto, sabe-se que o uso 

indiscriminado desses produtos provoca contaminação ambiental além da seleção 

de linhagens de parasitos resistentes, fenômeno cada vez mais comum em todo o 

mundo (Gopal et al., 1999; Nabukenya et al., 2014; Geurden et al., 2015). Em meio a 

esse cenário, há uma necessidade contínua da busca por novas moléculas e 

alternativas para controle de parasitos que sejam eficazes e ao mesmo tempo 

menos danosas ao meio ambiente. É neste contexto que os produtos de origem 

natural são relevantes.  

Atualmente, há um crescente avanço na prospecção de biomoléculas para o 

controle de diversos parasitos com maior avanço na área que investiga compostos 

de origem vegetal, e os resultados são bastante satisfatórios. Entretanto, na maioria 

dos estudos realizados, a ação é geralmente atribuída aos compostos do 

metabolismo secundário das plantas (Oliveira et al., 2011).  

Recentemente, as proteínas têm se destacado como moléculas promissoras 

por apresentarem grande potencial farmacológico e biotecnológico (Dimitrov, 2012). 

Entretanto, são ainda pouco exploradas contra parasitos animais, incluindo os 

nematóides gastrointestinais. Assim, esta revisão tem por objetivo discutir sobre a 

utilização de proteínas como uma ferramenta alternativa potencial no controle de 

nematóides parasitos que acometem o trato digestório de animais, bem como os 

possíveis mecanismos de ação. 
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2. Proteínas com potencial farmacológico  

 

As proteínas são as macromoléculas mais abundantes nos seres vivos. Essas 

biomoléculas desempenham diversas funções, incluindo estruturação, regulação do 

metabolismo e defesa do organismo (Nelson e Cox, 2006). 

As plantas possuem um grupo de proteínas denominadas proteínas 

relacionadas à patogênese (RP-proteínas) que são responsáveis pela defesa, direta 

ou indireta, ao ataque de patógenos, parasitos e herbívoros. Essas proteínas são 

eficientes no controle dos inimigos naturais das plantas. Proteínas como protease, 

lipase, colagenase são capazes de provocar efeitos danosos na estrutura cuticular 

de fitonematóides levando-os à morte, como foi observado com o fitonematóide 

Tylenchorhynchus dubius ou causar diminuição na motilidade como foi observado 

para os fitonematóides Hoplolaimus tylenchiformis e Pratylenchus penetrans (Miller e 

Sands, 1977). 

A eficácia das RP-proteínas sobre os inimigos naturais das plantas já é 

bastante conhecida, mas tem-se comprovado que as RP-proteínas também podem 

ser eficientes no controle de parasitos e patógenos de outros seres vivos. Estas 

proteínas vêm sendo purificadas e testadas como potenciais no desenvolvimento de 

produtos contra fungos de importância médica (Klafke et al., 2013), vírus (HIV) (Lam 

e Ng, 2009) e contra doenças como o câncer (Silva et al., 2014).  

Proteínas de plantas também são promissoras no controle de parasitos 

animais. Lectinas de Gracilaria cornea e do látex de Synadenium carinatum 

possuem ação carrapaticida e leishmanicida, respectivamente (Lima et al., 2005; 

Afonso-Cardoso et al., 2011). Adicionalmente, foi verificada ação antimalarial de um 

inibidor de protease purificado das sementes de Derris trifoliate (Bhattacharyya e 

Babu, 2009).  

Bactérias e fungos também podem ser fontes de proteínas bioativas. As 

enzimas produzidas por organismos nematófagos como quitinases, colagenases, 

lípases e proteases são cruciais no processo de infecção do hospedeiro. Essas 

enzimas são responsáveis pela desestabilização física e fisiológica da cutícula dos 

nematóides podendo interferir no ciclo de vida e/ou causar a morte (Tikhonov et al., 

2002). Extratos brutos enzimáticos do fungo nematófago Arthrobotrys sinensis assim 

como uma protease serínica do fungo nematófago Monacrosporium thaumasium 
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possuem ação anti-helmíntica sobre o nematóide Angiostrongylus vasorum, um 

parasito cardiopulmonar de cães (Soares et al., 2012; Soares et al 2014). 

Esses estudos corroboram com o fato de que proteínas podem ser utilizadas 

no controle de organismos patogênicos. Entretanto, quando se pensa no uso dessas 

moléculas contra nematóides gastrointestinais um aspecto importante a ser 

considerado é a formulação e a forma de administração. A escolha dos métodos 

ideais de administração e formulação é um grande desafio para a utilização de 

proteínas como uma nova classe de anti-helmínticos, pois deve levar em 

consideração: 1) as características físico-químicas da proteína; 2) o local de 

residência do parasito; 3) o mecanismo de ação da proteína bioativa. Apesar das 

dificuldades inerentes à administração de fármacos proteicos, são crescentes os 

avanços biotecnológicos e diversos peptídeos e proteínas são alvo de estudos, 

incluindo pesquisas direcionadas a administração oral, para o desenvolvimento de 

drogas (Morishita e Peppas, 2006). 

 

3. Proteínas no controle de nematóides gastrointestinais 

 

O látex de plantas tradicionalmente tem sido utilizado para o tratamento de 

infecções parasitárias em seres humanos (Hansson et al., 1986) e animais (Caldwell 

e Caldwell, 1929; Satrija et al., 1994), mas um dos primeiros relatos da natureza 

proteica da atividade anti-helmíntica foi feito por Robbins (1930), que deu o nome de 

ficina à protease cisteínica obtida de Ficus spp. capaz de degradar a cutícula de 

Ascaris suum. Ação semelhante foi observada quando A. suum foi tratado com 

bromelina (do suco de Ananas comosus) (Berger e Ansejo, 1939) e papaína 

cristalina pura de Carica papaya (Berger e Ansejo, 1940), tanto a bromelina quanto a 

papaína agiram rapidamente provocando ulcerações na cutícula do nematóide 

seguida de digestão.  

Em 1990, Lopez-Llorca purificou uma protease serínica obtida do fungo 

Pochonia rubescens  capaz de degradar proteínas de cisto de nematóide, sugerindo 

o seu papel no processo de infecção. Posteriormente, muitas outras enzimas de 

microrganismos nematófagos foram identificadas como fator de virulência no 

processo de infecção (Yang et al., 2013). Estudos mais recentes estão sugerindo a 

importância dessas enzimas no antagonismo com nematóides gastrointestinais nos 
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estádios de vida livre. O extrato bruto enzimático do fungo Pochonia chlamydosporia 

provoca alterações morfológicas em ovos de Ancylostoma sp. e proporciona redução 

de 76,8% no percentual de eclosão dos ovos (Braga et al., 2011).  

A natureza proteica da atividade ovicida sobre ovos do Haemonchus contortus 

tem sido recentemente sugerida (Salles et al., 2014; Soares et al., 2015) indicando 

um novo direcionamento para pesquisas visando o desenvolvimento de novos 

produtos anti-helmínticos. A ação destas proteínas pode ocorrer em estádios 

específicos do ciclo de vida do nematóide, visto que não foi relatado efeito larvicida 

das proteínas testadas contra H. contortus (Soares et al., 2015). 

Esses estudos sugerem que as enzimas agem na cutícula e membrana dos 

ovos dos nematóides. A cutícula é um revestimento externo essencial para o 

crescimento, locomoção e sobrevivência dos nematóides. Essa estrutura pode diferir 

entre espécies ou mesmo entre as fases de vida de uma mesma espécie, no 

entanto, apresenta uma forma estrutural básica constituída essencialmente de 

proteínas com pequena quantidade de lipídios e carboidratos. Possui estratos de 

constituição diferenciada: estrato basal e medial, formado por colágeno; região 

epicuticular e cortical externa, constituídas de outros tipos de proteínas não 

colágenas; e proteínas não estruturais associadas à superfície externa como 

glicoproteínas (Bird e Bird, 1991; Fettere e Rhoads, 1993). A membrana do ovo 

também é formada por diferentes camadas: camada basal, constituída de lipídios e 

proteínas; camada medial quitinosa; e camada externa vitelínica (Mansfield et al., 

1992). Dessa forma, a cutícula e a membrana do ovo podem ser alvos para o ataque 

de proteínas como proteases, lectinas, quitinases, lipases e colagenases. 

A tabela 1 traz um resumo das proteínas e peptídeos citados nesta revisão com 

os nematóides gastrointestinais sobre os quais eles apresentam atividade. Os 

mecanismos de ação propostos para cada classe de proteína estão descritos nas 

subseções. 
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Tabela 1: Proteínas e peptídeos com ação sobre nematóides gastrointestinais que 
habitam nas diferentes regiões do trato digestório de animais 

 

3.1. Proteases 

 

Proteases são enzimas hidrolíticas que clivam ligações peptídicas. Esse grupo 

de proteínas ocorre em todos os seres vivos e faz parte de diversos processos 

Proteína/peptídeo Origem Parasito Habitat Referência 

Protease cisteínica Vegetal Ascaris suum 
Intestino 
delgado 

Robbins, 1930; Berger 
e Ansejo, 1939; 
Berger e Ansejo, 1940 

Protease cisteínica Vegetal Trichuris suis  Intestino 
grosso Levecke et al., 2014 

Protease cisteínica Vegetal Heligmosomoides 
bakeri  

Intestino 
delgado Stepeck et al., 2007b 

Protease cisteínica Vegetal Trichuris muris  Intestino 
grosso Stepeck et al., 2006 

Protease cisteínica Vegetal Protospirula 
muricola  Estômago Stepeck et al., 2007a 

Protease serínica Fúngica Haemonchus 
contortus 

Abomaso Junwei et al., 2013 

Lectina Vegetal e 
Fúngica 

Haemonchus 
contortus 

Abomaso 
Rios-de-Álvarez et al., 
2012a;  Heim et al., 
2015 

Lectina Vegetal Teladorsagia 
circumcincta Abomaso 

Rios-de-Álvarez et al., 
2012a; Rios-de-
Álvarez et al., 2012b 

Lectina Vegetal Trichostrongylus 
colubriformis 

Intestino 
delgado 

Rios-de-Álvarez et al., 
2012a; Rios-de-
Álvarez et al., 2012b 

Lectina  Vegetal Strongyloides ratti Intestino 
delgado 

Tobata-Kudo et al., 
2005 

Quitinase Fúngica Strongyloides 
westeri 

Intestino 
delgado Braga et al., 2014 

Cry Bacteriana Nippostrongylus 
brasiliensis 

Intestino 
delgado Wei et al., 2003 

Cry Bacteriana Ancylostoma 
ceylanicum 

Intestino 
delgado Capello et al, 2006 

Cry Bacteriana Heligmosomoides 
bakeri 

Intestino 
delgado Hu et al., 2010 

Cry Bacteriana Ascaris suum 
Intestino 
delgado Urban et al., 2013 

Ciclotídeo  Vegetal Haemonchus 
contortus Abomaso Colgrave et al., 2008a;  

Colgrave et al., 2008b 

Ciclotídeo  Vegetal Trichostrongylus 
colubriformis 

Intestino 
delgado 

Colgrave et al., 2008a;  
Colgrave et al., 2008b 
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celulares como vias metabólicas e de sinalização celular. De acordo com o grupo 

químico do sítio ativo envolvido no mecanismo catalítico as proteases podem ser 

classificadas em cisteíno, serino, aspártico, treonina ou metalo-proteases. Quanto ao 

pH ótimo de atividade, as proteases podem ser classificadas em ácidas (pH de 2,0 a 

6,0), neutras (pH de 6,0 a 8,0) e alcalinas (pH de 8,0 a 13,0) (Felix, Noronha, Marco, 

2004). Algumas proteases requerem componentes químicos adicionais para serem 

ativas, tais como íons metálicos ou moléculas orgânicas complexas denominadas de 

coenzimas.  

Proteases cisteínicas produzidas pelas plantas têm papel crucial, não só na 

regulação do metabolismo, mas principalmente na defesa da planta com ação direta 

sobre herbívoros, patógenos e nematóides (Pechan et al., 2000). Acredita-se que os 

nematóides gastrointestinais em estádio parasitário não expressam defesas contra 

proteases cisteínicas, já que mamíferos não secretam essas enzimas no trato 

digestório (Behnke et al., 2008). Assim, as proteases cisteínicas passaram a ser alvo 

de investigação em ensaios biológicos com nematóides parasitos de animais.    

Proteases cisteínicas do látex de mamão são eficientes no controle da infecção 

por Trichuris suis em suínos com baixos (inoculação de 300 ovos) e altos níveis 

(inoculação de 3.000 ovos) de infecção. A dose única de 450 µmol de protease 

proporcionou a eficácia maior que a dose única de albendazol 400 mg. Os animais 

apresentaram redução na contagem de ovos e redução de vermes, com eficiência 

superior a 97% (Levecke et al., 2014). 

A ação anti-helmíntica de proteases cisteínicas foi avaliada para parasitos que 

habitam as diferentes regiões do trato digestório em estudos utilizando nematóides 

parasitos de pequenos roedores como modelo. Em testes in vivo, proteases 

cisteínicas de várias plantas mostraram-se potentes no controle dos nematóides 

Heligmosomoides bakeri (parasito do intestino delgado) e Trichuris muris (parasito 

do intestino grosso), o que indica que as proteases permaneceram ativas e 

resistentes à hidrólise durante a passagem de quase todo o trato gastrointestinal. 

Entretanto, a ação anti-helmíntica contra Protospirura muricola (parasito do 

estômago) foi observada somente quando a acidez do estômago do hospedeiro foi 

neutralizada antes da administração das proteases, indicando que enzimas podem 

ser eficientes quando administradas da forma apropriada (Stepek et al., 2006; 

Stepek et al., 2007a; Stepek et al., 2007b). 
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 A atividade nematicida sobre H. bakeri, T. muris e P. muricola também foi 

verificada em testes in vitro e o mecanismo de ação das proteases foi proposto. 

Tanto o extrato bruto quanto as enzimas purificadas do látex de mamão (C. papaya), 

figo (Ficus carica e Ficus benjamina), abacaxi (A. comosus) e Asclepias sinaica 

mostraram eficiência contra fêmeas e machos adultos do nematóide H. bakeri.  As 

proteases purificadas apresentaram maior eficiência que os extratos brutos e a ação 

anti-helmíntica dos extratos brutos foi completamente inibida por um inibidor de 

protease cisteínica (E-64) (Stepek et al., 2005). Adicionalmente, foi observado que a 

ação da papaína sobre H. bakeri é independente do sexo do hospedeiro e da 

intensidade da carga parasitária (Louga et al., 2015). Os mesmos extratos brutos 

que mostraram eficiência sobre H. bakeri também são ativos contra T. muris e P. 

muricola. Os autores sugerem que proteases cisteínicas reduzem acentuadamente a 

motilidade de tais nematóides por atacarem a cutícula, deixando-a enfraquecida o 

suficiente para que a pressão hidrostática interna do corpo desintegre os parasitos 

(Stepek et al., 2006; Stepek et al., 2007a). No entanto, nem todas as proteases 

cisteínicas atuam de modo semelhante, pois, a actinidain, uma protease obtida a 

partir do suco do fruto de Actinidia chinensis não proporcionou nenhum dano sobre a 

cutícula dos nematóides. 

Estudos também relatam à ação de proteases serínicas, especialmente as 

obtidas de microorganismos nematófagos. Uma protease serínica semelhante à 

subitilina do fungo Arthrobotrys oligospora (produzida em sistema heterólogo por 

Pichia pastoris) possui ação anti-helmíntica sobre H. contortus. A proteína 

recombinante é capaz de provocar imobilização e degradação da cutícula induzindo 

o nematóide à morte (Junwei et al., 2013).   

O fungo Duddingtonia flagrans produz uma protease serínica capaz de reduzir 

em 58% o percentual de larvas de terceiro estádio (L3) de ciatostomíneos 

(Nematoda-Cyathostominae) (Braga et al., 2012). Entretanto, acredita-se que os 

nematóides possuam defesas contra essa classe de protease uma vez que são 

abundantemente encontradas no intestino de mamíferos (Zang e Maizels, 2001). 

As colagenases são outro grupo de proteases que apresentam propriedade 

biológica relevantes para o estudo no antagonismo contra nematóides 

gastrointestinais. Colagenases são proteases que catalisam a hidrólise do colágeno 

que é o principal constituinte da cutícula de nematóides. No entanto, em nossa 
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pesquisa bibliográfica não encontramos relatos sobre a aplicação dessas enzimas 

no controle de nematóides gastrointestinais. 

 

3.2. Quitinases  

 

A quitina é uma molécula rígida que forma estruturas protetoras, de suporte e 

defesa nos organismos onde ela é encontrada. É o principal constituinte da 

membrana dos ovos de nematóides e forma, junto com proteínas, uma estrutura 

microfibrilar amorfa (Wharton, 1980). Quitinases são enzimas glicosídeo hidrolases 

que clivam as ligações β-[1-4] entre os monômeros que formam a quitina, N-acetil-D-

glucosamina e D-glucosamina. Essas enzimas são amplamente distribuídas na 

natureza, sendo encontradas em diversos seres vivos onde desempenham papéis 

nutricionais, defensivos, parasitários e morfogênicos. Nas plantas as quitinases são 

produzidas, principalmente para defesa de inimigos naturais. No entanto, 

recentemente, quitinases vegetais também foram relacionadas com atividade anti-

helmíntica sobre ovos de nematóides gastrointestinais. Ovos de H. contortus 

tratados com extratos protéicos ricos em quitinase apresentaram significativa 

redução no percentual de eclosão (Soares et al., 2015). 

Já é bastante conhecido que quitinases exercem um papel essencial na 

capacidade nematicida de fungos (Tikhonov et al., 2002). O tratamento de ovos de 

nematóides com quitinase provoca a formação de grandes vacúolos na camada de 

quitina e perda da integridade na camada vitelínica. No entanto, sobre a 

eclodibilidade, quitinases podem exercer efeitos diferentes a depender da origem. 

Khan et al. (2004) verificaram que o tratamento de ovos com quitinase fúngica reduz 

a eclosão enquanto que uma quitinase bacteriana exerceu efeitos contrários, isto é, 

aumentou o percentual de eclosão dos ovos do fitonematóide  Meloidogyne javanica. 

Adicionalmente, quitinases produzidas pelos fungos nematófagos D. flagrans e P. 

chlamydosporia  foram demonstradas com propriedades anti-helmínticas sobre 

larvas de Strongyloides westeri, um nematóide parasito do intestino delgado de 

cavalos (Braga et al., 2014).  
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3.3. Lectinas 

 

Lectinas são proteínas com domínio não catalítico capaz de 

reconhecimento/ligação (específica e reversível) a mono ou oligossacarídeos (Lam e 

Ng, 2011). Estudos estão sugerindo que essas características são responsáveis pela 

propriedade nematicida desse grupo de proteínas, isto é, a toxicidade das lectinas 

está relacionada com a ligação da proteína com glicanos específicos nos 

organismos alvo (Butschi et al., 2010). Em Caenorhabditis elegans, a ligação à 

glicanos na superfície do epitélio intestinal provoca a inibição do desenvolvimento 

larvar podendo levar à morte do nematóide (Butschi et al., 2010). Estruturas de 

glicanos do nematóide de vida livre, C. elegans, mostram ser análogas às do 

nematóide parasito gastrointestinal, H. contortus (Paschinger e Wilson, 2015). 

Em estudos realizados por Heim et al. (2015) foi observado que o 

desenvolvimento de larvas de H. contortus na presença de pequenas quantidades 

de lectinas fúngicas mostra-se ser significativamente prejudicado e análises por 

microscopia de florescência revelaram que somente as quatro lectinas tóxicas foram 

capazes de ligar-se ao intestino das larvas e de interação com glicanos do tecido 

gastrodermal de adultos. 

Lectinas (fitoemaglutinina E3L, aglutinina de gérmen de trigo e concanavalina 

A) inibem a alimentação larvar dos nematóides gastrintestinais de ovinos e caprinos 

Teladorsagia circumcincta, H. contortus e Trichostrongylus colubriformis (Rios-de-

Álvarez et al., 2012a). Muito embora o mecanismo de ação das lectinas não tenha 

sido bem esclarecido neste estudo, os autores observaram que a aglutinina do 

gérmen de trigo causa danos na cutícula de T. circumcincta. Estudos anteriores 

indicaram que as lectinas concavalina A, aglutinina de soja e aglutinina de gérmen 

de trigo promovem inibição na migração de larvas de Strongyloides ratti por se 

ligarem a sensores químicos ao redor da boca ou de sensilas labiais internas do 

nematóide (Tobata-Kudo et al., 2005). 

Lectinas de plantas administradas por via oral em ovinos infectados com os 

nematóides T. circumcincta e T. colubriformis reduzem o percentual de ovos nas 

fezes (Rios-de-Álvarez et al., 2012b). Os autores sugerem ação direta da lectina 

sobre os parasitos pela redução da fertilidade ou ação indireta por estímulo ao 

sistema imune, visto que, animais infectados e suplementados com a lectina 
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apresentaram maior número de eosinófilos e tendência para o aumento de células T 

auxiliares em comparação com animais infectados, mas que não receberam a 

lectina na alimentação.  

Adicionalmente, a lectina do corpo de frutificação do fungo Marasmius 

oreades (MOA) apresenta um domínio com função enzimática dependente de Ca++. 

A atividade nematicida de MOA depende da ligação da lectina a glicoesfingolipídios, 

mas a atividade proteolítica tem papel fundamental na toxicidade mediada por MOA 

(Wohlschlager et al., 2011).  

 

3.4. Proteínas Cry  

 

Proteínas produzidas pela bactéria Bacillus thuringiensis, que é uma bactéria já 

utilizada como inseticida por agricultores orgânicos, passaram a ser investigadas 

como alternativa para o controle de nematóides com resultados bastante 

satisfatórios e promissores. Essas proteínas são acumuladas pela bactéria durante a 

esporulação, na forma inclusões cristalinas, por isso, foram agrupadas em uma 

família denominada proteínas cristal (Cry) (Maagda et al., 2001).  

As proteínas Cry mostram-se bastante eficientes contra insetos, nematóides de 

vida livre e parasitos de plantas (Wei et al., 2003). Essas proteínas têm uma grande 

vantagem por não apresentarem toxicidade para vertebrados, o que denota a 

possibilidade de utilização em programas de controle de nematóides 

gastrointestinais (Maagda et al., 2001). 

Em testes in vitro, Escherichia coli expressando as proteínas Cry5B, Cry14A e 

Cry21A são altamente tóxicas para larvas do nematóide gastrointestinal 

Nippostrongylus brasiliensis (Wei et al., 2003). Também foi demonstrado que duas 

estirpes de B. thuringiensis produzem esporos cristais com elevada toxicidade sobre 

estádios larvais e adultos dos nematóides gastrointestinais H. contortus, T. 

colubriformis e Ostertagia circumcincta  (Kotze et al., 2005).  

Em ensaios de toxicidade in vivo contra nematóides gastrointestinais, a 

proteína purificada Cry5B administrada ao longo de três dias em animais infectados 

com Ancylostoma ceylanicum, levou a resultados semelhantes aos obtidos de 

animais tratados com mebendazol (Capello et al, 2006). A proteína Cry5B também 

foi avaliada como dose única em infecções por H. bakeri e foi capaz de proporcionar 
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redução de 98% na produção de ovos e redução de 70% na carga parasitária 

quando administrado por via oral na dose de 700 nmoles/kg (90–100 mg.kg-1) (Hu et 

al., 2010a). O parasito A. suum também expressa receptores para a proteína Cry5B. 

A proteína é capaz de intoxicar larvas e adultos sendo capaz de proporcionar a 

eliminação quase completa (97%) dos parasitos com duas doses de 143 nM por kg 

de peso corporal (Urban et al., 2013). 

O mecanismo de ação das proteínas Cry ainda não está completamente 

esclarecido para nematóides, mas sabe-se que esse grupo de proteína provoca 

dano tecidual no intestino, diminuição da fertilidade e morte em C. elegans, sintomas 

muito semelhantes aos observados para os insetos. Assim, acreditava-se que o 

mecanismo de ação fosse análogo, isto é, pela ligação da proteína a glicolipídeos na 

membrana da célula intestinal e formação de poros que promovem a 

desestabilização do gradiente osmótico (Marroquin et al., 2000; Wei et al., 2003, Hui 

et al., 2012). As proteínas Cry têm mostrado elevada especificidade por glicolipídeos 

receptores específicos de invertebrados (Griffitts et al., 2003). Curiosamente, 

nematóides mutantes resistentes à proteína Cry5Ba são sensíveis à Cry6Aa, isso 

pode ser indício de que essas proteínas podem utilizar diferentes vias de toxicidade 

(Marroquin et al., 2000, Griffitts et al., 2003). A via de necrose que provoca aumento 

da concentração de cálcio citoplasmático, lise lisossomal, e captação de iodeto de 

propídio, induzida por Cry6A e mediada por protease aspártica não é ativada por 

Cry5Ba, além disso, mutantes da via necrótica acima citada mostraram tolerância à 

Cry6A, mas não à Cry5Ba, o que reforça ainda mais a hipótese (Zhang et al., 2016).  

As proteínas Cry podem agir isoladamente, mas podem apresentar efeitos 

sinérgicos ou até mesmo ter a capacidade nematicida aprimorada pela ação 

combinada com outras proteínas. Por exemplo, B. thuringiensis (strain YBT-1518) 

produz uma metaloprotease (Bmp1) que aumenta 7,9 vezes a toxicidade da proteína 

Cry5Ba sobre C. elegans. Foi verificado que Bmp1 estava presente ao redor da 

boca, no esôfago e em maior quantidade no intestino. Bmp1 degrada tecidos do 

intestino do nematóide facilitando a penetração da Cry5Ba na cavidade entérica 

onde a proteína Cry exerce toxicidade (Luo et al., 2013). As protoxinas Cry21Fa1 e 

Cry21Ha1 são letais individualmente, mas mostram sinergismo na capacidade 

nematicida (Iatsenko et al., 2014). Outra descoberta importante foi a de que a 

proteína Cry5B possui um forte sinergismo com agonistas de receptores nicóticos de 
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acetilcolina (pyrantel, levamisol e tribendimidine) que são utilizados no tratamento de 

infecções parasitárias, assim, essa combinação pode ser empregada no tratamento 

de cepas resistentes ou para o aumento da eficácia dos anti-helmíticos (Hu et al., 

2010b) 

Embora essas proteínas possam exercer efeitos sobre componentes da 

cutícula, acredita-se que o principal alvo das proteínas nematicidas produzidas por 

B. thuringiensis são as proteínas intestinais dos nematóides (Yang et al., 2013). 

 

3.5. Peptídeos 

 

Peptídeos são cadeias curtas de aminoácidos que estão envolvidos em um 

grande número de processos fisiológicos nos seres vivos. Essas moléculas já são 

largamente utilizadas como fármacos terapêuticos para o tratamento de doenças 

fisiológicas como diabetes, osteoporose, Alzheimer, e, atualmente, têm se 

destacado como potenciais para terapias contra o câncer (Lien e Lowman, 2003). 

Naturalmente, os seres vivos são capazes de produzir um grande número de 

peptídeos antimicrobianos que são, reconhecidamente, capazes de matar vários 

tipos de microorganismos, constituindo-se a primeira linha de defesa contra 

infecções (Papagianni, 2003). Mas, também, tem-se sugerido que as plantas 

produzem peptídeos com atividade biocida contra insetos e fitonematóides (Liu et 

al., 2011). Dois peptídeos antimicrobianos, piceain 1 e 2, obtidos da planta Picea 

sitchensis exercem forte atividade nematicida sobre o nematóide de vida livre C. 

elegans em baixas concentrações (10 µg/mL) (Liu et al., 2011).  

Os peptídeos de natureza cíclica, chamados ciclotídeos, têm se destacado 

como moléculas promissoras no controle de diversos microorganismos, mas também 

no controle de nematóides gastrointestinais nos diferentes estádios de vida. O 

ciclopeptídeo kalata B1 e variantes naturais obtidos da planta Oldenlandia affinis 

foram capazes de interferir nos diferentes estádios de vida (ovo, larva e adulto) dos 

nematóides gastrointestinais H. contortus e T. colubriformis. Neste estudo os autores 

verificaram que mutantes alanina de kalata B1 apresentaram redução na atividade 

anti-helmíntica enquanto que estereoisômeros mostraram atividades semelhantes 

(Colgrave et al., 2008a). No entanto, variantes naturais de cycloviolacin  (O2, O3, 

O8, O13, O14, O15 E O16) obtidos da planta Viola odorata podem ser até 18 vezes 
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mais potentes contra larvas em comparação a kalata B1, e também mostra 

superioridade significativamente maior contra adultos com atividade comparável a 

alguns anti-helmínticos comerciais (Colgrave et al., 2008b). 

 Acredita-se que o mecanismo de ação dos ciclotídeos está relacionado com a 

iteração e lise da membrana celular em vez de receptores específicos (Colgrave et 

al., 2008). 

 

4. Formulação e administração oral de fármacos proteicos 

 

A atividade de uma proteína é estritamente dependente da sua estrutura físico-

química. Agentes externos como temperatura, pH, alguns metais e agentes 

oxidantes e desnaturantes  podem causar instabilidade física e/ou química da 

estrutura proteica de modo reversível ou irreversível, este último provoca perda de 

função (Nelson e Cox, 2006). Outro fator importante quando se pensa na utilização 

de proteínas como anti-helmíntico refere-se à degradação pelas abundantes 

proteases do trato gastrointestinal. Assim, a estabilidade e a proteção à degradação 

da molécula proteica é um fator de extrema relevância a ser considerado, pois 

determina a viabilidade de produção de anti-helmínticos proteicos. Nesse contexto, a 

formulação é um passo crucial no desenvolvimento de drogas proteicas para entrega 

oral, pois tem como objetivo a proteção e promoção de maior disponibilidade do 

princípio ativo. 

Muito do que já se sabe sobre formulação e entrega de drogas proteicas é 

proveniente de estudos com proteínas terapêuticas utilizadas no tratamento de 

doenças fisiológicas humanas. Atualmente existem vários medicamentos à base de 

proteína no mercado farmacêutico e diferentes estratégias e formulações para 

proteção de moléculas tais como: emulsão que protege a molécula da acidez e das 

proteases intestinais e aumenta a permeabilidade da mucosa intestinal; microesferas 

impedem a degradação proteolítica estomacal e da porção superior do intestino 

delgado, além de restringir a liberação em áreas favoráveis do trato gastrointestinal; 

lipossomas melhoram a estabilidade física e aumentam a permeabilidade da 

membrana celular e nanopartículas previnem a degradação enzimática e aumentam 

a absorção do epitélio intestinal. Além dos veículos de formulação, outras 

abordagens como hidrofobização, modificação de aminoácidos, promotores de 
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absorção, sistema polimérico mucoadesivo podem promover a proteção, 

estabilidade e absorção da molécula proteica e permitir que ela chegue ao local de 

interesse (Shaji e Patole, 2008; Dimitrov, 2012).  

A incorporação de proteínas em matriz de alginato e quitosana é um método de 

encapsulamento de proteína que tem mostrado resultados positivos na proteção 

dessas biomoléculas (George e Abraham, 2006). Utilizando o peixe Sparus aurata e 

a proteína albumina sérica bovina (BSA) como modelos, Sáez et al. (2015) 

observaram que a combinação de alginato e quitosana proporcionou proteção da 

BSA aos efeitos de enzimas proteolíticas e maior liberação da proteína no lúmen 

intestinal do peixe, indicando a eficiência do encapsulamento.  

Recentemente, foi proposto um modelo de entrega oral da proteína nematicida 

Cry5B, utilizando a bactéria Lactococcus lactis  como um promissor veículo para o 

tratamento de infecções por nematóides gastrointestinais em mamíferos (Durmaz et 

al., 2016). Nesse sentido, é possível notar que além da pesquisa basal de 

prospecção, muitos trabalhos foram feitos na tentativa de elucidar o mecanismo de 

ação envolvido na capacidade anti-helmíntica de proteínas e que algum esforço está 

sendo feito no intento de tornar a utilização de medicamentos proteicos, para essa 

finalidade, uma realidade viável.  

O segmento de proteínas terapêuticas é um dos que mais cresce dentro do 

mercado farmacêutico e o seu estudo passa por várias gerações de 

desenvolvimento, a fim de se alcançar produtos cada vez mais viáveis, do ponto de 

vista comercial. Dentre as vantagens comerciais destas proteínas, pode-se 

mencionar: simplicidade de produção a custos relativamente baixos; riscos 

reduzidos de efeitos colaterais e elevada biodisponibilidade (Martin, 2006). 

 

5. Considerações finais  

 

Muitas pesquisas estão sendo conduzidas na tentativa de encontrar novas 

alternativas para o controle de nematóides gastrointestinais em meio a um cenário 

de resistência dos parasitos aos anti-helmínticos sintéticos comerciais. Até agora, 

muitos estudos forneceram evidências de que proteínas apresentam potencial para 

utilização como parte de um programa de controle de nematóides gastrointestinais. 

No entanto, para que proteínas possam ser utilizadas como uma nova classe de 
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anti-helmínticos é necessário maior aprofundamento nos estudos, realização de 

testes sistematizados e formulações apropriadas levando-se em consideração as 

particularidades de cada região do trato digestório. Apesar de já existirem muitas 

técnicas de formulação de medicamentos à base de proteína e a possibilidade de 

obtenção de proteínas em escala industrial, pela técnica de DNA recombinante, a 

maioria dos estudos está voltada para o tratamento de doenças humanas. 

Identificamos trabalhos com testes in vivo que realizavam a administração 

direta das proteínas por via oral em animais infectados. No entanto, a aplicação 

direta sem proteção da molécula pode incorrer em alguns problemas devido às 

condições adversas do trato digestório, tais como intensa proteólise e baixo pH do 

estômago, condições não suportadas por alguns tipos de proteínas (Banga e Chien, 

1988). Embora a entrega direta da molécula não seja a melhor solução, nesta 

revisão são relatados resultados positivos. 

Dentro do contexto atual, a utilização de preparações enriquecidas com 

proteínas que apresentam propriedades nematicidas administradas na forma de 

aditivos alimentares pode ser uma solução viável para uso em campo (Behnke et al., 

2008). As proteínas aqui relatadas apresentam mecanismo de ação diferenciado dos 

demais produtos do mercado, assim, essas moléculas poderiam ser utilizadas para o 

tratamento de cepas resistentes aos atuais medicamentos disponíveis 

comercialmente (Urban et al., 2013).  
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CAPÍTULO III - ARTIGO 

 

 

Obtenção de protease do látex de Ficus benjamina com ação sobre 

Haemonchus contortus 

 

 

Resumo 

 

Haemonchus contortus é um endoparasito gastrointestinal de pequenos ruminantes 

responsável por elevadas taxas de mortalidade nos rebanhos. O controle desse 

parasito é realizado principalmente com produtos químicos sintéticos, contudo, a 

resistência aos anti-helmínticos torna necessária a busca contínua por novas 

moléculas bioativas. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o potencial anti-helmíntico 

de extratos proteicos e de protease obtidos do látex de Ficus benjamina sobre larvas 

de H. contortus. O látex foi coletado em tampão fosfato de sódio (75 mM, pH 7,0) a 

partir de uma incisão feita no ápice do galho das plantas. Para remoção da borracha, 

o material foi centrifugado (12.000 x g, 4 °C, 15 min), dialisado contra água (cut-off 

14 kDa) e novamente centrifugado nas mesmas condições anteriores. O 

sobrenadante final foi denominado extrato proteico do látex (EPL) e fracionado com 

sulfato de amônio nas saturações 30-60% e 60-90% para obtenção das frações 

nomeadas F30-60 e F60-90, respectivamente. A F60-90 foi fracionada por 

cromatografia em matriz de CM-Cellulose. O perfil proteico foi visualizado em SDS-

PAGE (12%) por coloração com nitrato de prata. O teor de proteínas das amostras 

foi quantificado e a atividade proteolítica foi medida pela hidrólise da azocaseína. A 

massa molecular e a identidade proteica foram reveladas por espectrometria de 

massas. A ação biológica foi avaliada em testes de inibição do desenvolvimento 

larvar sobre H. contortus. EPL, F30-60 e F60-90 apresentaram, respectivamente, 

121,5, 21,2, 75,7 mg de proteína total. A atividade proteolítica das amostras 

proteicas foi de 43.471, 13.245 e 57.857 UA/mL/mgP para EPL, F30-60 e F60-90, 

respectivamente. A fração com maior atividade proteolítica obtida após 

fracionamento cromatográfico da F60-90 foi denominada FbP (de, Ficus benjamina 

Protease) que teve atividade proteolítica de 36.393,8 UA/mL/mgP. A análise em gel 
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mostrou que a FbP tinha uma proteína majoritária com massa entre 20 e 30 kDa. 

Por espectrometria de massas, a massa molecular da proteína foi estimada em 

23,97 kDa. A análise de similaridade revelou que os peptídeos gerados pela 

hidrólise da FbP apresentavam similaridade apenas com proteases cisteínicas 

vegetais. A FbP teve atividade proteolítica estável entre pH 6,0 e pH 10 e atividade 

em uma ampla faixa de temperatura, com atividade ótima a 60 °C. Nos testes 

biológicos, as amostras EPL, F30-60, F60-90 e FbP apresentaram, respectivamente, 

IC50 de 0,22, 1,38, 0,42 e 0,26 mg/mL sobre o desenvolvimento de larvas de H. 

contortus. Concluímos que o látex de F. benjamina tem ao menos uma protease 

cisteínica com propriedades anti-helmínticas sobre estádios larvais de H. contortus, 

constituindo-se uma alternativa promissora para o desenvolvimento de produtos a 

serem utilizados em programas de controle desse parasito. 

 

Palavras-chave: Proteína, pH, temperatura, anti-helmíntico, larva. 

 

Destaques:  

 A ação anti-helmíntica de extratos proteicos e de protease do látex de Ficus 

benjamina sobre Haemonchus contortus foi examinada. 

 A protease tem elevada atividade proteolítica em uma ampla faixa de 

temperatura.  

 A protease tem atividade estável entre pH 6,0 e pH 10. 

 O extrato, as frações proteicas e a fração de protease cisteínica do látex de F. 

benjamina exerceram efeito inibitório sobre o desenvolvimento de larvas de H. 

contortus. 

 

1. Introdução 

 

O parasitismo por nematóides gastrointestinais é um importante problema de 

saúde que afeta a criação de pequenos ruminantes, sobretudo nas regiões tropicais 

e subtropicais (Taylor et al., 2007). Dentre os diversos parasitos que acometem 

caprinos e ovinos, Haemonchus contortus é considerado o principal responsável por 

perdas econômicas para a ovinocaprinocultura, por ser de elevada prevalência e 

patogenicidade. No intento de reduzir os prejuízos e tornar viável a produção, os 
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produtores pecuários realizam o controle desse parasito baseando-se principalmente 

no uso de drogas químicas sintéticas, contudo, a resistência aos fármacos 

comumente utilizados incita o desenvolvimento de novos tratamentos e estratégias 

alternativas de controle (Papadopoulos, 2008).  

Como alternativa, tem-se buscado identificar produtos de origem vegetal com 

atividade anti-helmíntica, avaliando o potencial de muitas plantas e seus extratos 

contra H. contortus (Squires et al., 2011). As plantas possuem diversas moléculas 

bioativas que são responsáveis pela proteção ao ataque de patógenos e parasitos, 

mas o potencial dessas moléculas no controle de parasitos de animais também tem 

sido comprovado.  

As proteases têm se mostrado uma alternativa promissora para o controle de 

nematóides. Proteases são proteínas capazes de hidrolisar ligações peptídicas. Nas 

plantas, são responsáveis pela regulação de processos biológicos de 

reconhecimento de patógenos, bem como pela indução de respostas de defesa 

contra os mesmos. Tais enzimas, encontradas em sementes, látex ou frutos de 

espécies como Ananas comosus, Carica papaya, Ficus carica, dentre outras, têm 

sido avaliadas quanto ao seu potencial anti-helmíntico sobre nematóides 

gastrointestinais, no entanto, aspectos físico-químicos importantes como pH e 

temperatura ideal de atividade da enzima não têm sido avaliados (Domsalla; Melzig, 

2008; Antao et al., 2005; Salas et al., 2015). Nessa perspectiva, se a exploração de 

potenciais produtos vegetais anti-helmínticos apresenta crescente avanço no intuito 

da obtenção de medicamentos para o tratamento de animais, é importante que haja 

o subsequente isolamento e caracterização de seus princípios ativos, como parte da 

promoção do progresso (Behnke et al., 2008). 

Desse modo, este trabalho relata a ação anti-helmíntica de frações proteicas e 

de protease obtidas a partir do látex de Ficus benjamina sobre o nematóide 

gastrintestinal H. contortus, visando contribuir para o conhecimento do uso de 

proteínas como parte de programas de controle de nematóides gastrointestinais.  
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2. Material e Métodos 

 

2.1. Obtenção do látex e extração das proteínas solúveis 

 

O látex de F. benjamina L. foi obtido a partir de plantas adultas encontradas em 

São Luís, Maranhão, Brasil (2°33’13.3’’S 44°18’20.2’’W). A exsicata do material 

vegetal foi depositada no Herbário Ático Seabra da Universidade Federal do 

Maranhão sob o número de registro 1457 no ano 2016. O látex foi extraído a partir 

de incisões feitas no ápice dos galhos das plantas e recolhido em tubo contendo 

tampão fosfato de sódio (75 mM; pH 7,0) sob condições de resfriamento em banho 

de gelo. Para remoção da borracha, o látex foi, inicialmente, centrifugado a 12.000 x 

g por 15 minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi dialisado contra água destilada (cut-off 

14 kDa)  e posteriormente centrifugado nas mesmas condições anteriores. O 

sobrenadante resultante foi denominado extrato proteico do látex (EPL) e mantido a 

- 20 ºC para ser utilizado nas etapas posteriores.  

 

2.2. Fracionamento com sulfato de amônio 

 

O EPL foi fracionado com sulfato de amônio nas saturações 30-60% e 60-90% 

sendo as frações denominadas F30-60 e F60-90, respectivamente. Em banho de 

gelo e sob leve agitação, o sulfato de amônio foi adicionado lentamente ao EPL. Em 

seguida a mistura permaneceu em repouso por 12 horas. Ao término do tempo, a 

mistura foi centrifugada a 15.000 x g por 30 minutos a 5 °C. O precipitado foi 

dialisado contra água destilada (cut-off 14 kDa) para remoção do sulfato de amônio 

e o sobrenadante utilizado para a próxima saturação.  

 

2.3. Atividade proteolítica 

 

A atividade proteolítica foi mensurada pela hidrólise da azocaseína (XAVIER-

FILHO et al.,1989). A amostra (0,2 mL) foi incubada com 0,3 mL de tampão fosfato 

de sódio (25 mM, pH 6,0), 0,002 mL de ditiotreitol (1 M) e 0,2 mL de azocaseína 

(1%) por 60 minutos a 37 °C. Após, a reação foi interrompida pela adição de 0,3 mL 

de ácido tricloroacético (20%, m/v). A mistura foi centrifugada (10.000 x g por 10 



52 

 

 

min) e 0,5 mL do sobrenadante foi misturado com igual volume de NaOH 2 M. A 

absorbância foi verificada a 420 nm.  A variação de 0,01 de absorbância foi 

considerada como uma unidade de atividade proteolítica que foi expressa em 

unidade de atividade por mililitro por miligrama de proteína (UA/mL/mgP).  

 

2.4. Fracionamento por cromatografia 

 

A fração de sulfato de amônio com maior atividade proteolítica foi aplicada em 

coluna de troca iônica (CM-Cellulose) previamente equilibrada com tampão acetato 

de sódio 50 mM pH 5,2,  a um fluxo de 0,8 mL/min. Para eluir as proteínas ligadas à 

matriz, foi utilizado 50 e 100 mM de NaCl adicionado ao tampão de equilíbrio. A 

eluição foi realizada no mesmo fluxo do equilíbrio da coluna. A fração das proteínas 

não ligadas à matriz foi denominada FNR e as frações eluídas com 50 e 100 mM 

foram nomeadas de FbP (Ficus benjamina Protease) e F100, respectivamente 

(Figura 1S). As amostras foram dialisadas contra água destilada (cut-off 14 kDa) 

para remoção do NaCl. 

 

2.5. Determinação do teor proteico 

 

O teor de proteínas dos extratos foi determinado pelo método de Bradford 

(1976). A concentração proteica foi calculada a partir da curva padrão feita com 

concentrações conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).  

 

2.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

As proteínas foram visualizadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%) 

(Laemmili, 1970) corado com nitrato de prata (Gromova; Celis, 2006). Utilizou-se um 

marcador molecular contendo proteínas de massa conhecida: Fosforilase b de 

coelho (97 kDa), Albumina Sérica Bovina (66 kDa), Ovalbumina (45 kDa), Anidrase 

Carbônica (30 kDa), Inibidor de Tripsina da soja (20,1 kDa) e alfa-Lactalbumina de 

soja (14,4 kDa) (GE healthcare, código 17044601). 
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2.7. Determinação do pH e temperatura ótimos da FbP 

 

A determinação do pH e temperatura ótimos de atividade enzimática foi feita 

pela medição da atividade proteolítica adequando-se o pH e a temperatura, 

respectivamente, de acordo com o protocolo padrão acima descrito. O pH ótimo foi 

determinado por medição da atividade enzimática em pHs variando de 6 a 12 

substituindo-se o tampão do ensaio padrão por: fosfato de sódio (pH 6,0); tris-HCl 

(pHs 8,0 e 10); glicina-NaOH (pH 12). Todos os tampões na concentração de 50 

mM. A temperatura ideal foi determinada por meio de ensaios realizados em 

temperaturas variando 10 °C (10 a 70°C) no pH do ensaio padrão (pH 6,0).  

 

2.8. Identificação e determinação da massa molecular 

 

A identidade e a massa molecular da FbP foram determinadas por 

espectrometria de massas. A identidade da FbP foi revelada por análise de 

similaridade dos fragmentos peptídicos. Para isso, uma alíquota da FbP foi 

inicialmente tripsinisada e os fragmentos foram separados em coluna de RP (fase 

reversa) de 24 cm acoplada ao espectrômetro de massas LTQ-Orbitrp XL usando o 

sistema nLC-Easy II. Os espectros (MS/MS) foram adquiridos e analisados utilizando 

o software Xcalibur (versão 2.0.7). Os dados foram submetidos ao banco de dados 

NCBI all entries. 

 

2.9. Teste de desenvolvimento larvar 

 

A atividade biológica foi avaliada por meio do teste de inibição do 

desenvolvimento larvar (Hubert e Kerboeuf, 1992). Aproximadamente 100 ovos 

foram colocados em placas de 24 poços e mantidos em estufa BOD (27 °C, UR  

80%) por 24 horas para obtenção de L1. Adicionou-se aos poços o meio nutritivo 

(contendo Echerichia coli liofilizada ATCC 9637 Sigma, extrato de levedura e 

solução salina balanceada de Earle), Anfotericina B e as amostras proteicas em 

diluição seriada. As placas foram novamente incubadas (BOD 27 °C, UR  80%) e 

após 5 dias, lugol foi adicionado em cada poço para interromper o desenvolvimento 

das larvas. A contagem de L1 e L3 vivas foi realizada para o cálculo de inibição do 
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desenvolvimento. O percentual de desenvolvimento foi calculado pela relação 

número de L3 / (número de L3 + número de L1) x 100. A eficácia foi calculada 

utilizando a formula (% desenvolvimento do controle negativo - % desenvolvimento 

do tratamento) / % desenvolvimento do controle negativo) x 100. Para os testes 

biológicos, as amostras foram inicialmente liofilizadas até estado de pó e 

ressuspendidas em tampão fosfato de sódio-potássio (pH 7,0), utilizado como 

controle negativo. 

 

2.10. Análise estatística 

 

Os experimentos foram feitos em triplicata e os dados foram expressos como 

média ± desvio padrão. Os dados bioquímicos foram analisados por ANOVA seguido 

do teste Tukey utilizando o programa InfoStat (versão livre, 2013) a 5% de 

significância. A IC50 foi calculada por análise probit (LeOra Softwere Company 

PoloPlus 2.0) e expressa como média e intervalo de confiança (95%). Valores de 

IC50 sem sobreposição no intervalo de confiança foram considerados 

significativamente diferentes (Roditakis, et al., 2005). 

 

3. Resultados 

 

3.1. Obtenção e caracterização da FbP 

 

Após coleta do látex em solução tampão, obtivemos um material de aspecto 

leitoso, que foi processado para remoção de componentes não proteicos, sobretudo 

a borracha. Com o processamento, obtivemos um material translúcido de coloração 

levemente amarelada, que foi denominado extrato proteico do látex (EPL).  O EPL 

foi inicialmente fracionado com sulfato de amônio e obtivemos duas frações 

proteicas, a F30-60 e F60-90, com recuperação de 17% e 62% do total de proteínas, 

respectivamente (Tabela 1).  

A atividade proteolítica do EPL foi verificada na F30-60, mas foi maior na fração 

F60-90 (Tabela 1). Por ter apresentado maior atividade proteolítica, a F60-90 foi 

novamente fracionada por cromatografia (CM-Cellulose) (Figura 2SA). Das três 

frações cromatográficas obtidas, a atividade proteolítica foi maior na fração eluída 
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com 50 mM de NaCl, assim, a fração foi nomeada FbP (de, Ficus benjamina 

Protease) (Figura 2SB).  

 
Tabela 1. Teor de proteínas e atividade proteolítica das amostras proteicas obtidas a 
partir do látex de Ficus benjamina 

Amostra 
proteica  

Proteína Total 
(mg)  

Atividade proteolítica  
(UA/mL/mgP)  

EPL  121,6 ± 4,6  A 43.471,1 ± 4760,2   B 

F30-60  21,2 ± 0,7   C 13.245,9 ± 3217,0   C 

F60-90  75,7 ± 1,0   B 57.857,5 ± 5997,4   A 

FbP 1,23 ± 0,3   D 36.393,8 ± 6.878,3  B 
Na coluna, médias seguidas de letras iguais não diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste de 
Tukey. EPL: extrato proteico do látex; F30-60: fração obtida pela precipitação do EPL com a 
saturação 30-60% de sulfato de amônio; F60-90: fração obtida pela precipitação do EPL com a 
saturação 60-90% de sulfato de amônio; FbP: Ficus benjamina protease, fração obtida pelo 
fracionamento cromatográfico da F60-90 eluída com 50 mM de NaCl. 
 
 

A análise qualitativa em gel de poliacrilamina (SDS-PAGE 12%) mostrou que a 

FbP apresenta uma banda proteica majoritária com massa entre 20 e 30 kDa (Figura 

1). Por espectrometria de massas, a proteína teve massa molecular estimada em 

23,972 kDa. Os peptídeos gerados pela hidrólise da FbP mostraram similaridade 

apenas com proteases cisteínicas vegetais (Tabela 2).  

  

Figura 1. SDS-PAGE (12%) das frações utilizadas para obtenção da FbP. EPL: 
extrato proteico do látex; F60-90: fração obtida pela precipitação do EPL com a 
saturação 60-90% de sulfato de amônio; FbP: Ficus benjamina protease, fração 
obtida pelo fracionamento cromatográfico da F60-90 eluída com 50 mM de NaCl; M: 
marcador molecular (KDa). 
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Tabela 2. Similaridade da FbP com outras proteases cisteínicas de plantas 

Acesso 
Coberturaa 

(%) 
#Peptídeosb #Únicoc 

Massa 
média 
(kDa) 

Descrição 

_ _ _ _ 23,972 FbP - Protease cisteínica de 
Ficus benjamina 

gi|565443889 8 6 2 41,602 

Proteína hipotética 
CARUB_v10005061mg [Capsella 
rubella]gi|482552647|gb|EOA168

40.1| proteína hipotética 
CARUB_v10005061mg [Capsella 

rubella] 

gi|186516984 
 7 5 0 41,639 

Protease cisteínica1 [Arabidopsis 
thaliana]gi|15290508|gb|AAK922

29.1| Protease cisteínica 
[Arabidopsis thaliana] 

gi|332661313|gb|AEE86713.1| 
protease cisteínica1 [Arabidopsis 

thaliana] 

gi|297802228 7 6 1 41,547 

Protease cisteínica [Arabidopsis 
lyrata subsp. lyrata] 

gi|297314834|gb|EFH45257.1| 
Protease cisteínica [Arabidopsis 

lyrata subsp. lyrata] 

gi|587864551 6 7 2 39,860 Protease cisteínica específica de 
germinação1 [Morus notabilis] 

gi|470105671 5 6 0 42,599 
PREDITO: protease cisteínica 
RD21a-like, parcial [Fragaria 

vesca subsp. vesca] 

gi|422001787 15 4 1 25,524 
Protease cisteínica específica de 
germinação1, parcial [Raphanus 

sativus] 

gi|2511689 3 5 0 40,474 Protease cisteínica precursor 
[Phaseolus vulgaris] 

FbP: Ficus benjamina protease, fração obtida pelo fracionamento cromatográfico da F60-90 eluída 
com 50 mM de NaCl; a: Percentual da sequência da proteína que corresponde à soma dos resíduos 
presentes nos peptídeos que identificam a proteína; b: peptídeos identificados por MSMS; c: 
peptídeos que só aparecem identificando a proteína no banco de dados utilizado. 

 

A FbP mostrou ter atividade proteolítica estável na faixa de pH entre 6 e 10 

(Figura 2A), quando incubada a 37 °C por 60 minutos. Mesmo sendo 

acentuadamente reduzida, a atividade enzimática foi verificada em pH mais extremo. 

A FbP manteve elevada atividade proteolítica na faixa de temperatura entre 40 e 70 

°C, mas a atividade máxima foi atingida a 60 °C (p ≤ 0,05) (Figura 2B).                                          
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Figura 2. Caracterização para pH  (A) e temperatura (B) ótimos de atividade da FbP 
(Ficus benjamina Protease). O ensaio de pH foi realizado a 37 °C utilizando os 
tampões: fosfato de sódio (pH 6,0); tris-HCl (pHs 8,0 e 10); glicina-NaOH (pH 12). 
Todos os tampões na concentração de 50 mM. A temperatura ideal foi determinada 
por meio de ensaios realizados em temperaturas variando 10 °C (10 a 70°C) no pH 
do ensaio padrão (pH 6,0). A atividade proteolítica nos pHs de 6,0 a 10 não diferiu 
estatisticamente pelo teste de Tukey (p > 0,05). O asterisco indica maior atividade 
proteolítica em relação às demais temperaturas (p ≤ 0,05). 
  
 

3.2. Atividade biológica 

 

A atividade biológica das amostras proteicas foi verificada em teste de 

desenvolvimento larvar com o EPL, as frações F30-60, F60-90 e a FbP. Os valores 

de IC50 variaram entre 0,22 a 1,38 mg/mL (Tabela 3). Eficiência em torno de 100% 
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foi obtida quando as larvas foram tratadas com 1 mg/mL das amostras EPL, F60-90 

e a FbP, o mesmo efeito não foi observado quando as larvas foram tratadas com a 

amostra de menor atividade proteolítica, a F30-60. 

 

Tabela 3: Eficácia média (% ± DP) e CI50 (IC 95%) das amostras proteicas obtidas 
do látex de Ficus benjamina na inibição do desenvolvimento de larvas de 
Haemochus contortus  

Concentração 
(mg/mL) 

Amostras proteicas 
EPL  F30-60 F60-90 FbP  

2,00 100,0 ± 0,0  65,0 ± 12,6  100,0 ± 0,0  100,0 ± 0,0  
1,00 100,0 ± 0,0  40,3 ± 34,0  98,1 ± 1,3  100,0 ± 0,0 
0,50 95,0 ± 1,5  10,8 ± 2,5  58,7 ± 13,3  87,3 ± 15,8 
0,25 62,1 ± 6,0  11,4 ± 8,5  9,1 ± 1,4  14,0 ± 12,1 
0,13 10,3 ± 5,2  0,0 ± 0,0  4,8 ± 5,5  9,0 ± 4,6 

IC50 (mg/mL) 
 0,22  
[0,21 - 0,23] A 

1,38  
[0,98 - 2,34] C 

0,42  
[0,33 - 0,54] B 

0,26  
[0,20 - 0,32] A 

Na linha, letras iguais não diferem significativamente. DP: desvio padrão; IC: Intervalo de Confiança; 
CI50: Concentração Inibitória; EPL: extrato proteico do látex; F30-60: fração obtida pela precipitação 
do EPL com a saturação 30-60% de sulfato de amônio; F60-90: fração obtida pela precipitação do 
EPL com a saturação 60-90% de sulfato de amônio; FbP: Ficus benjamina protease, fração obtida 
pelo fracionamento cromatográfico da F60-90 eluída com 50 mM de NaCl.  

 

4. Discussão 

 

O látex é uma mistura complexa que pode ser uma importante fonte de 

compostos ativos (Agrawal e Konno, 2009). Neste estudo relatamos a obtenção e 

caracterização parcial de protease cisteínica obtida do látex de F. benjamina. Outras 

proteases já foram purificadas a partir do látex de espécies do gênero Ficus, das 

quais a protease serínica de F. religiosa, a protease aspártica de F. racemosa e a 

protease serínica colagenolítica de F. carica, são exemplos (Devaraj et al., 2008; 

Kumari et al., 2010; Raskovic et al., 2014) 

A análise de similaridade (Tabela 2) revelou que os peptídeos gerados pela 

hidrólise da FbP mostraram similaridade apenas com proteases cisteínicas vegetais. 

A massa molecular de 23,972 kDa da protease, determinada por espectrometria de 

massas, foi semelhante ao encontrado para proteases cisteínicas de outras plantas, 

tais como as purificadas do látex de F. carica  (24,29 kDa) (Baeyens-Volant, et al., 
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2015) e de Pergularia extensa (23,35 kDa) (Shivaprasad et al., 2010). Normalmente, 

o pH ótimo de proteases cisteínicas é distribuído nas regiões próximas do neutro 

(Salleh et al., 2006), mas FbP mostrou uma ampla faixa de estabilidade desde 

levemente ácido (pH 6,0) até em pH mais alcalino (pH 10) sem perda de atividade 

(Figura 2A). Microcapain, uma protease cisteínica de Ficus microcarpa, também 

mostrou atividade em ampla faixa de pH, mas parte da atividade foi perdida fora do 

pH ótimo da enzima (pH 8,0) (Mnif et al., 2015). A FbP também mostrou ter atividade 

proteolítica em uma ampla faixa de temperatura com atividade ótima a 60 °C (Figura 

2B). 

Proteases são enzimas que desempenham diversos papéis fisiológicos e de 

defesa nas plantas (Schaller, 2004). O papel dessas proteínas na ação direta como 

agente controlador de insetos herbívoros também tem sido sugerido (Mohan et al., 

2006). Desde os primeiros relatos que atribuíram às proteases cisteínicas a ação 

anti-helmíntica do látex, essa classe de proteínas passou a ser investigada quanto 

ao seu potencial nematicida sobre diversos nematóides parasitos de animais que 

habitam as diferentes regiões do trato digestório (Robbins, 1930, Berger e Ansejo, 

1940, Benke et al., 2008).  

Experiências in vitro e in vivo demonstraram a ação eficiente de proteases 

sobre nematóides gastrointestinais adultos. No presente estudo, demonstramos que 

essa classe de enzima também é capaz de exercer efeito anti-helmíntico sobre 

larvas. Tanto a FbP, quanto as outras frações proteicas foram capazes de exercer 

efeito inibitório sobre o desenvolvimento de larvas com IC50 de 0,22, 1,38, 0,42 e 

0,26 mg/mL para o EPL, F30-60, F60-90 e FbP, respectivamente. Possivelmente a 

atividade do EPL e das frações F30-60 e F60-90 também foi mediada por proteases, 

pois os menores valores de IC50 foram obtidos das amostras com maior atividade 

proteolítica (Tabelas 1 e 3), no entanto, estudos posteriores precisam ser realizados 

para confirmar essa hipótese. 

Uma vez que são enzimas catalisadoras da hidrólise de ligações peptídicas, 

esta capacidade hidrolítica pode ser responsável pelas propriedades anti-helmínticas 

das proteases cisteínicas. Análises microscópicas de nematóides adultos tratados 

com protease cisteínica de várias plantas mostraram que a enzima age na cutícula 

protetora dos parasitos degradando e tornando-a enfraquecida o suficiente para que 
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a pressão hidrostática interna do corpo desintegre o nematóide (Stepek et al., 2006; 

Stepek et al., 2007).  

Experiências in vivo demonstraram que suínos infectados que foram tratados 

com administração oral de látex de C. papaya apresentaram redução na carga de 

Trichuris suis com eficiência semelhante à obtida com alguns anti-helmínticos do 

mercado (Levecke et al., 2014).  A administração oral do látex de C. papaya em 

ovelhas infectadas mostrou eficiência no controle do nematóide H. contortus (do 

abomaso), mas não sobre Trichostrongylus colubriformis (do intestino delgado) 

possivelmente devido à localização do parasito que tem parte do corpo inserida na 

mucosa intestinal, onde o contato com a enzima pode ser reduzido, corroborando 

com o mecanismo de ação sugerido para protease cisteínica, no qual a enzima 

precisa estar em contato com a cutícula para exercer efeitos deletérios (Buttle et al, 

2011). Nos estudos supracitados, eficiência nematicida do látex foi atribuída à 

presença das proteases cisteínicas. O bloqueio da ação anti-helmíntica do látex in 

vitro pelo uso de inibidores de protease cisteínica reforça a hipótese de que o 

principio ativo do látex são as proteases (Stepek et al., 2007). 

Em uma perspectiva para utilização in vivo, a FbP mostrou características 

vantajosas, como atividade estável  em uma ampla faixa de pH e temperatura 

(Figura 2), podendo suportar a passagem pelas câmaras pré-estomacais dos 

ruminantes para atuar no abomaso, habitat de H. contortus. O Abomaso 

corresponde ao estômago glandular dos ruminantes, e sob condições normais tem 

pH ácido (2-3), mas a infecção por H. contortus pode elevar o pH abomasal a 

valores próximos do neutro (6-7), faixa de atuação ótima da FbP (Nicholls et al, 

1989; Buttle et al, 2011).  

Apresentamos aqui uma protease cisteínica que interfere negativamente no 

desenvolvimento de larvas do nematóide gastrointestinal H. contortus, 

caracterizando-se como uma potencial alternativa para o desenvolvimento de 

produtos a serem utilizados em programas de controle desse parasito.  
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Material suplementar 

 

 

 

Figura 1S. Obtenção do extrato do látex, das frações proteicas e da FbP a partir do 
látex de Ficus benjamina. 
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            A                                                                    B 

 

 

Figura 2S. Perfil de eluição da fração sulfato de amônio 60-90% em coluna de CM-
Cellulose a um fluxo de 0,8 mL/min. As proteína retidas foram eluídas com 50 mM e 
100 mM de NaCl e as frações foram denominadas FbP e F100, respectivamente, e a 
fração não retida foi nomeada FNR (A). Atividade proteolítica das frações 
cromatográficas (B). O asterisco indica maior atividade proteolítica entre as frações 
cormatográficas (p ≤ 0,05). 
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CAPÍTULO IV – SHORT REPORT 

 

 

Efeito antimicrobiano de protease cisteínica do látex de Ficus benjamina  

 

 

Resumo 

 

A atividade antimicrobiana de protease cisteínica e de extratos proteicos do látex de 

Ficus benjamina foi avaliada in vitro sobre as bactérias patogênicas Salmonella 

enterica, Staphylococcus aureus e Enterobacter aerogenes. O látex foi obtido por 

exsudação após incisão no ápice do galho das plantas. Para remoção da borracha, 

o material foi centrifugado, dialisado contra água, novamente centrifugado e, então, 

nomeado extrato proteico do látex (EPL). As frações de proteína foram obtidas por 

precipitação do EPL com sulfato de amônio nas saturações 30-60 e 60-90% para 

obtenção das frações F30-60 e F60-90, respectivamente.  A fração de protease 

(FbP) foi obtida por fracionamento cromatográfico da F60-90 em matriz de CM-

Cellulose. A atividade biológica foi avaliada por testes de inibição do crescimento 

bacteriano em meio líquido. A FbP mostrou efeito inibitório sobre o crescimento das 

bactérias S. enterica e S. aureus com concentração mínima de inibição (MIC) de 

3,12 µg/mL para ambas as bactérias. Conclui-se que o látex de F. benjamina tem 

protease cisteínica com efeito inibitório sobre o crescimento das bactérias 

patogênicas podendo ser uma potencial alternativa para o controle das bactérias S. 

enterica e S. aureus 

 

Palavras-chave: Fitoterapia, proteína, antibacteriano, pecuária. 

 

1. Introdução 

 

A infecção dos animais de produção por agentes patogênicos tem importantes 

implicações, porque além de causarem diminuição na produtividade dos animais, 

esses microorganismos podem ser transmitidos ao homem através do consumo de 

produtos oriundos de animais contaminados (Chiu et al., 2004; Sharma et al., 2005). 
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Alimentos de boa qualidade e livres de microorganismos patogênicos tem se tornado 

uma exigência do mercado no mundo todo. No entanto, o surgimento de cepas 

multirresistentes aos princípios ativos dos medicamentos antibióticos tem dificultado 

o tratamento de infecções microbianas (Schwartz e Chaslus-Dancla, 2001).  

A resistência bacteriana é uma realidade que atualmente se configura em uma 

das maiores preocupações para a medicina humana e veterinária. Esse fenômeno 

ocorre naturalmente, mas pode ter sido acelerado pela pressão seletiva com o uso 

indiscriminado e muitas vezes inadequado dos medicamentos (Witte, 2000; Arias e 

Carrilho, 2012).  Se o controle microbiano é necessário para o sucesso da pecuária, 

ele deve ser feito de forma consciente, considerando-se os múltiplos aspectos que 

levam ao surgimento da resistência.  

A busca por soluções eficazes para o controle de microorganismos tem 

impulsionado a pesquisa científica a identificar compostos de origem biológica que 

possam ser eficientes e ao mesmo tempo seguros para homens, animais e para o 

ambiente. A atividade antibacteriana de extratos vegetais é reportada para diferentes 

gêneros de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e bactérias multirresistentes 

(Al Akeel et al., 2014; N'guessan et al., 2007; Farooqui et al., 2015).  No entanto, na 

maioria desses trabalhos a ação é atribuída aos compostos do metabolismo 

secundário das plantas.  

Ficus é um gênero de plantas da família Morcaceae com muitas espécies que 

são utilizadas na medicina popular para diversos fins terapêuticos (Ahmed e Urooj, 

2010; Singh e Jaiswal, 2014). Recentemente, foi identificada em Ficus drupacea a 

presença de metabólitos com ação antibacteriana, antifúngica e anticâncer 

(Yessoufou, et al., 2015). Neste trabalho, avaliamos o potencial antibacteriano de 

constituintes proteicos do látex de Ficus benjamina sobre as bactérias patogênicas 

Salmonella enterica, Staphylococcus aureus e Enterobacter aerogenes. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1. Obtenção das proteínas solúveis do látex 

 

O látex foi obtido a partir de plantas adultas encontradas no campus I da 

Universidade Federal do Maranhão, São Luís MA, Brasil (2°33’13.3’’S 
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44°18’20.2’’W). A exsicata do material vegetal foi depositada no Herbário Ático 

Seabra da Universidade Federal do Maranhão sob o número de registro 1457 no 

ano 2016. Após incisão no ápice do galho das plantas, o látex exsudado foi 

dissolvido em tampão fosfato de sódio (75 mM, pH 7,0) sempre mantido em banho 

de gelo. Para remoção da borracha, o látex foi centrifugado a 12.000 x g a 4 °C por 

15 minutos, dialisado contra água (cut-off 14 kDa)  e novamente centrifugado sob as 

mesmas condições anteriores. Depois do procedimento acima descrito, o 

sobrenadante obtido foi denominado extrato proteico do látex (EPL).  

 

2.2. Determinação do teor de proteínas 

 

As proteínas solúveis totais foram determinadas pelo método de Bradford 

(1976). Uma curva padrão foi construída com concentrações conhecidas de 

albumina sérica bovina (BSA) para determinação da concentração protéica. 

 

2.3. Fracionamento por precipitação com sulfato de amônio 

 

As proteínas do EPL foram separadas em duas frações pela saturação com 30-

60% e 60-90% de sulfato de amônio (SA) e nomeadas de F30-60 e F60-90, 

respectivamente. Em banho de gelo, o SA foi adicionado lentamente ao EPL e após 

a completa solubilização, a mistura permaneceu em descaso por 12 horas. A mistura 

foi centrifugada a 15.000 x g por 30 minutos a 5 °C. O precipitado foi ressuspendido 

e dialisado contra água para remoção do SA. O sobrenadante foi utilizado para a 

próxima saturação. 

 

2.4. Obtenção da fração protease  

 

A fração de protease cisteínica do látex de F. benjamina foi obtida pelo 

fracionamento cromatográfico da F60-90. A amostra proteica foi aplicada em uma 

coluna cromatográfica de troca iônica (matriz de CM-Cellulose) previamente 

equilibrada com tampão acetato de sódio (50 mM, pH 5,2) a um fluxo de 0,8 mL/min. 

A fração eluída com 50 mM de NaCl, denominada FbP, apresentou uma banda 
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proteica majoritária que foi identificada por espectrometria de massa como protease 

cisteínica com 23,97 kDa. 

 

2.5. Ensaio de inibição do crescimento bacteriano 

 

A atividade antibacteriana das frações proteicas e da FbP foi verificada de 

acordo o método de inibição de crescimento em meio líquido como descrito por 

Hancock (2000). A atividade antibacteriana foi avaliada para as bactérias Gram-

negativas Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium (ATCC 14028) e 

Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) e a Gram-positiva Staphylococcus aureus 

(ATCC 25923). As bactérias, previamente repicadas em meio de cultura ágar 

nutriente, foram transferidas para caldo Mueller-Hinton (5 mL) e incubadas em estufa 

a 37 °C por 24 horas. Uma suspensão de células (D.O.600 nm = 0,08 e 0,1) com 

105-106 UFC/mL foi utilizada no ensaio. O ensaio foi conduzido em placas de 

microtitulação (96 poços) através da adição da suspensão de células e amostra 

proteica (1:1, v/v) com um volume final de 0,2 mL. As concentrações utilizadas foram 

50, 3,12 e 1,56 µg/mL. O controle negativo foi a água, meio no qual as amostras 

estavam dissolvidas. O crescimento foi avaliado por 4 horas a 37 °C.  

 

3. Resultados e Discussão 

 

Investigamos a propriedade antibacteriana do extrato, frações proteicas e da 

fração de protease cisteínica, FbP, obtidos do látex de F. benjamina sobre bactérias 

patogênicas que acometem animais de produção e que ocasionalmente podem ser 

transmitidas ao homem pelo consumo de alimentos contaminados.  

Não observamos qualquer efeito aparente quando as três espécies foram 

submetidas à presença do extrato e das frações proteicas do látex nas 

concentrações testadas (Figura 1S). Essa observação pode ser explicada pela baixa 

concentração do princípio ativo em relação aos demais componentes dos extratos. 

Assim, a eficiência só pode ser observada quando testamos a FbP.  

O crescimento da bactéria S. enterica na presença da FbP foi retardado em até 

4 horas, exceto para a menor concentração (1,56 µg/mL) que a partir de 3 horas de 
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exposição teve crescimento bacteriano semelhante ao controle, no entanto, não 

observamos a relação dose dependência (Figura 1A).  

O comportamento inibitório também foi observado para a bactéria S. aureus, 

mas nas primeiras horas essa bactéria mostrou-se muito sensível à FbP. Na 

presença de 50 µg/mL da FbP, o crescimento de S. aureus foi 100% reduzido até 3 

horas e foi até 86% menor após 4 horas de exposição (Figura 1B). Na presença da 

menor concentração da FbP (1,56 µg/mL), o crescimento de S. aureus aumentou 

semelhante ao controle a partir de 4 horas de exposição, assim, consideramos 3,12 

µg/mL a mínima concentração inibitória (MIC) para ambas as bactérias, S. enterica e 

S. aureus.  

A bactéria E. aerogenes mostrou baixa sensibilidade à FbP. Após 4 horas de 

exposição, o crescimento bacteriano na presença das diferentes concentrações da 

FbP foi igual ao controle (Figuras 1C). 

A literatura relata que extratos etanólicos de folhas adultas de F. benjamina 

inibem o crescimento das bactérias S. aureus, Pseudomonas aeruginosa e 

Streptococcus pyogenes em concentrações a partir de 256 µg/mL (Reschke et al., 

2007). Extratos de outras espécies do gênero, como Ficus racemosa (Mandal et al., 

2000), Ficus carica (Aref et al., 2010) e Ficus palmata (Kumar et al., 2013) 

mostraram atividade bactericida sobre vários gêneros como Echerichia coli, Proteus 

mirabilis, Enterococcos fecalis, Citobacter freundei, Bacillus pumilis, Bacillus subtilis. 

Gayathri e Kannabiran (2009) relataram que extratos aquosos de F. benghalensis 

exibem sinergismo com antibióticos na atividade antibacteriana sobre S. aureus, P. 

aeruginosa e Klebsiella pneumonia.  
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Figura 1. Crescimento das bactérias Salmonella enterica (A) Staphylococcus aureus 
(B) Enterobacter aerogenes (C) na presença de concentrações da FbP (Ficus 
benjamina Protease). Controle: meio de diluição das amostras (água). 
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Nos estudos supracitados a ação antibacteriana dos extratos foi atribuída aos 

compostos do metabolismo secundário das plantas. Mas na literatura também são 

encontrados alguns relatos de proteínas vegetais com propriedades antimicrobianas. 

Extratos proteicos de seis plantas medicinais foram demonstrados com grande 

capacidade de inibição no desenvolvimento das bactérias patogênicas Proteus 

vulgaris, E. coli e S. aureus (Al Akeel et al., 2014). 

Frações proteicas do fruto de Bromelia pinguin inibiram o crescimento das 

bactérias E. coli e S. aureus com MICs de 0,35 mg/mL e  0,68 mg/mL, 

respectivamente. Os autores detectaram nas frações a presença de peptídeos, de 

atividade proteolítica e inibitória de protease, sugerindo que a atividade 

antibacteriana estivesse relacionada à presença desses compostos (Ruiz-Ruiz et al., 

2016). A comparação desses resultados com os obtidos neste estudo revela que a 

MIC da FbP para S. aureus e S. enterica foi expressivamente menor (3,12 µg/mL).  

Em um trabalho recente, a atividade antibacteriana de uma proteína purificada 

de sementes germinadas de Bauhinia purpurea foi verificada sobre diferentes 

gêneros de bactérias patogênicas Gram-positivas e Gram-negativas. Os autores 

observaram que o tratamento com a proteína provocava ruptura da membrana 

celular e extravasamento do conteúdo citoplasmático (Sakthivel e Palani, 2016). 

Proteases são proteínas hidrolíticas, por isso, acreditamos que essa propriedade 

possa estar envolvida na atividade antibacteriana da FbP verificada neste estudo, 

possivelmente agindo sobre componentes proteicos da membrana celular.  

Em conclusão, a protease cisteínica do látex de F. benjamina exerce efeitos 

inibitórios sobre o crescimento das bactérias S. aureus e S. enterica com MIC de 

3,12 µg/mL. No entanto, entendemos que estudos posteriores devem ser realizados 

a fim de compreender os mecanismos envolvidos na atividade antibacteriana da 

protease. 
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Material Suplementar 

 

 

Figura 1S. Crescimento das bactérias Salmonella enterica, Staphylococcus aureus e 
Enterobacter aerogenes na presença de concentrações do extrato proteico do látex 
de Ficus benjamina, EPL (A); da fração obtida com a saturação do EPL com 30-60% 
de sulfato de amônio, a F30-60 (B); e da fração obtida com a saturação do EPL com 
60-90% de sulfato de amônio, a F60-90 (C). Controle: meio de diluição das amostras 
(água). 
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CAPÍTULO V – CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A produção pecuária é largamente afetada pelo parasitismo por 

nematóides gastrointestinais e também por infecções provocadas por bactérias que 

causam perda de produtividade e consequente perda econômica. No contexto atual 

de resistência generalizada aos fármacos comumente utilizados, é necessário que a 

busca por novas moléculas bioativas seja contínua. Nesse aspecto, a prospecção de 

compostos bioativos provenientes de plantas, fungos e bactérias tem ganhado 

relevância na pesquisa científica com resultados bastante promissores. 

O desenvolvimento de novos fármacos passa pela pesquisa basal de 

prospecção e avaliação in vitro. Neste estudo, demonstramos que as frações 

proteicas e a protease obtida a partir do látex de F. benjamina são capazes de inibir 

o desenvolvimento de larvas do nematóide gastrointestinal H. contortus. A protease 

também foi capaz de interferir negativamente no crescimento das bactérias 

patogênicas S. aureus e S. enterica. 

Em conclusão, o látex de F. benjamina tem uma protease cisteínica com 

propriedades farmacológicas promissoras para o desenvolvimento de produtos que 

possam ser utilizados em programas de controle do nematóide gastrointestinal, H. 

contortus e das bactérias patogênicas S. aureus e S. enterica. 
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