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APRESENTACAO

A espécie Moringa oleifera Lam., conhecida como arvore raba-
no e quiabo de quina, ¢ um arbusto, pertence a familia Moringaceae, ¢
caducifélia e cultivada em diversos lugares, tais como India, Afeganis-
tdo, Bangladesh, México, Paraguai e Brasil (FERREIRA et al., 2009).
Desta espécie, diversas aplicagdes utilizando seus tecidos ja exerce-
ram contribui¢cdes para o conhecimento cientifico. O extrato aquoso
das folhas ja apresentou atividade antioxidante e hipocolesterolémica
(CHUMARK et al., 2008); pesquisas com preparacdes proteicas obti-
das de sementes ja apresentaram propriedades contra microrganismos
(CHUANG et al., 2007), a¢ao antitumoral, anti-inflamatoéria, diuréti-
ca, larvicida, dentre outras (BHARALI et al., 1999; GUEVARA et al.,
1999).

Entre as biomoléculas isoladas de plantas e utilizadas para
aplicagdes bioldgicas diversas, destacam-se as lectinas, proteinas de
origem ndo imune com atividade aglutinante celular promovida através
de sitios ndo cataliticos capazes de se ligarem reversivelmente a glico-
conjugados de superficies celulares, a carboidratos, bem como a glico-
proteinas (SANTOS et al., 2005; KATRE et al., 2008). De sementes da
espécie M. oleifera, ja foram isoladas diferentes lectinas: WSMoL, so-
luvel em agua, de carater acido, com aproximadamente 60 kDa (SAN-
TOS et al., 2005; MOURA et al., 2016); Mol, que possui atividade he-
maglutinante na faixa de pH de 1-12 com peso molecular de 7.1 kDa
(KATRE et al., 2008); cMol, uma lectina de carater basico, com 26.5
kDa e com atividade hemaglutinante na faixa de pH de 4-9 (ARAU-
JO et al., 2013; SANTOS et al., 2009); MOSL, lectina de sementes da

Moringa oleifera com aproximadamente 17.1 kDa e especifica aos car-

boidratos metil-a-D-manopiranosideo, metil-B-D-galactopiranosideo,
lactose e glicose (ASADUZZAMAN et al., 2018).

As lectinas apresentam diversas aplicagdes biotecnologicas
ja elucidadas, como atividade anticancer (MONTE et al., 2013), anti-
-inflamatoéria (BEZERRA, 2012), leishmanicida (AFONSO-CARDO-
SO et al., 2011), antimicrobiana (RAMOS et al., 2014), antiparasitaria
(RIOS-DE ALVAREZ et al., 2012a) e inseticida (OLIVEIRA et al.,
2011).

Tendo em vista inumeras aplicagdes biologicas das lectinas,
destaca-se, neste estudo, a prospeccao de atividades biotecnologicas da
WSMoL aplicada ao controle de nematoides patogénicos para animais.
O objetivo central do trabalho foi analisar a lectina soluvel em 4gua
purificada de sementes da espécie M. oleifera, denominada de WSMoL,
através de ensaios in vitro, quanto a atividade antiparasitaria sobre ovos
e larvas de parasitos gastrintestinais, recuperados a partir de fezes de

caprinos do Semiarido Nordestino, naturalmente infectados.

A importancia em se desenvolver pesquisa nessa tematica se
justifica devido a problemaética real envolvendo o controle de infec-
¢oes de animais por nematoides gastrintestinais, os quais desenvolvem
continuamente resisténcia aos principais anti-helminticos comerciais,

resultando em prejuizos na produgdo animal.

Pesquisas voltadas para a prospeccdo de produtos de origem
natural sdo de grande interesse devido a crescente necessidade de se
desenvolver novos medicamentos, com maior eficacia € com menos
efeitos colaterais, comparados aos farmacos atualmente disponiveis. A
despeito da importancia do potencial de moléculas bioativas isoladas de

vegetais, o uso de modelos experimentais in vitro se torna extremamen-
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te necessario para elucidar mecanismos envolvidos na atividade biolo-
gica exercida, sendo vital para a descoberta de novas moléculas com
atividades promissoras contra doen¢as humanas e de animais (MEDEI-
ROS, 2013).
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CAPITULO |

LECTINAS: MOLECULAS BIOATIVAS

Inicialmente descritas em meados de 1860 como sendo subs-
tancias toxicas, as lectinas eram chamadas de aglutininas, hemagluti-
ninas, fitoaglutininas ou fitohemaglutininas; posteriormente, o termo
hemaglutinina se tornou inapropriado devido ao fato de as lectinas
apresentarem efeito aglutinante sobre outros tipos celulares (como mi-
crorganismos) € ndo somente sobre células sanguineas (ANDRADE,
2003; DIAS, 2006; PAIM, 2006; QUEIROZ, 2008). O termo lectina
foi empregado em 1954, por Boyd e Shapleigh, sendo proposto para
categorizar algumas aglutininas pela habilidade de diferenciar células
sanguineas do sistema ABO, fato esse que foi elucidado somente apds o
ano de 1935 (BOYD & SHAPLEIGH, 1954; ANDRADE, 2003; DIAS,
2006; BITENCOURT, 2007; MOURA, 2007; QUEIROZ, 2008). Lecti-
na ¢ um termo que vem do latim legere, que tem como significado esco-
lher e/ou selecionar, referindo-se, a principio, a proteinas encontradas
em sementes € em outras partes de vegetais superiores (ANDRADE,
2003; DIAS, 2006; MOURA, 2007; QUEIROZ, 2008).

Posteriormente, em estudos relacionados ao isolamento e pu-
rificagdo dessas proteinas, desvendou-se sua presenga, além do reino
vegetal (PEREIRA, 2005; PAIM, 2006; BITENCOURT, 2007; MOU-
RA, 2007; QUEIROZ, 2008; MARTINS, 2009), em animais vertebra-
dos (QUEIROZ, 2008; MARTINS, 2009), em animais invertebrados
(MOURA, 2007; QUEIROZ, 2008; MARTINS, 2009) e em bactérias,
virus e fungos (PEREIRA, 2005; BITENCOURT, 2007; MARTINS,
2009; HEIM et al., 2015).

Atualmente, o termo lectina ¢ utilizado para designar todas as
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proteinas ou glicoproteinas de origem nao imunologica, com capacida-
de de se ligar de forma especifica e reversivel a carboidratos (monossa-
carideos ou oligossacarideos) livres ou ligados a superficies celulares,
e/ou precipitar glicoconjugados; essa ligacao ¢ explicada pela presenca
de pelo menos um dominio ndo catalitico que reconhece carboidratos,
também designado de dominio reconhecedor de carboidratos (DRC),
sendo esses dominios conservados no grupo de cada tipo de lectina
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Geralmente, as interacdes entre lectinas ¢ residuos de carboi-
dratos sao mediadas por pontes de hidrogénio e interacdes de Van der
Waals (DIAS, 2006; MOURA, 2007; QUEIROZ, 2008). A formacao
do complexo estavel lectina-carboidrato envolve o deslocamento de
moléculas de dgua associadas aos grupos polares do dominio ligante
da proteina e as que estdo no entorno do carboidrato. Como resultado,
ha a formagao de novas redes de pontes de hidrogénio, juntamente com
interacdes de Van der Waals, que estabilizam o complexo (ZANETTI,
2007). Além da especificidade para carboidratos, muitas lectinas ne-
cessitam da presenca de ions metalicos divalentes, como Ca™, Mg™ e
Mn™. Assim, a presenca desses ions favorece e proporciona a atividade
especifica da lectina. Acredita-se que existam sitios especificos para es-
ses fons na proteina e, quando em contato, os ions acarretam uma modi-
ficacdo estrutural que proporciona a acessibilidade dos sitios de ligagao
a carboidratos. No entanto, algumas lectinas ndo necessitam de ions
para exercer as suas atividades biologicas; essas possuem estrutura con-

formacional apropriada para ligagdo ao carboidrato (ZANETTI, 2007).

As lectinas atuam em diversos processos bioldgicos, caracte-
ristica comumente mediada pela alta especificidade por carboidratos.

Entre suas fungdes bioldgicas, pode-se destacar o reconhecimento de
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células-alvo, a adesdo celular, a interagao entre células, a interacao en-
tre célula-matriz, a fertilizag¢do e a aglutinagdo de células (CAVADA et

al., 2001; HAGE, 2002).

Através de diferentes analises, tem sido demonstrada a grande
variedade de lectinas quanto a especificidade a carboidratos, a estrutura
molecular (tamanho e organizacdo molecular) e a atividade biologica,
constituindo, dessa forma, um grande grupo heterogéneo de proteinas
altamente diferenciadas (ANDRADE, 2003; DIAS, 2006; QUEIROZ,
2008).

Lectinas vegetais foram pioneiramente isoladas de sementes da
espécie Ricinus communis L., por Hermann Stillmark, em 1888, quan-
do este estudava os possiveis efeitos toxicologicos do vegetal (DIAS,
2006; QUEIROZ, 2008; MARTINS, 2009). Stillmark demonstrou que
uma molécula ativa que causava aglutinacao de eritrocitos era uma pro-
teina, nomeada por ele de ricina (QUEIROZ, 2009). Em mamiferos,
Stochert e colaboradores isolaram uma lectina do figado de coelho, sen-
do esse o primeiro relato de lectina isolada de mamifero (STOCKERT
etal., 1974). Com relacdo as lectinas de animais vertebrados, a primeira
lectina foi detectada no veneno de uma cascavel da espécie Crotalus

durissus L. por S. Weir Mitchel, em 1860 (MITCHELL, 1860).

De forma ampla, as lectinas podem ser classificadas quanto as
suas caracteristicas estruturais, quanto a especificidade a carboidratos e
de acordo com a distribui¢ao; cada grupo de lectinas apresenta diferen-
cas consideraveis nas suas propriedades bioldgicas e fisico-quimicas

(DIAS, 2006).
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Classificacao

As lectinas vegetais sao classificadas pelo uso de trés sistemas:
um baseado na semelhanca estrutural; outro, na especificidade a carboi-
dratos e o ultimo pela ocorréncia, estrutura e especificidade (ZANETTI,
2007).

Estruturalmente, as lectinas vegetais sdo classificadas em qua-
tro grandes grupos: as merolectinas; as hololectinas; as quimerolectinas
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995) e as superlectinas (VAN DAM-
ME et al., 1998; BITENCOURT, 2009) (Figura 1):

Figura 1: [lustracdo esquematica das quatro classes de lectinas, quanto a sua

estrutura.
Merololectina Hololectina
Sitios de Ligagdo a
Carbmdratos
Quimerolectina Superlectina SItlo com outra
atividade especifica

Fonte: Dados do Autor.
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Na primeira classe, a das merolectinas, s3o agrupadas as lecti-
nas que possuem baixo peso molecular e um unico dominio de ligagdo a
carboidratos, sendo assim incapazes de aglutinar células e de precipitar
glicoconjugados devido a caracteristica monovalente (MOURA, 2007;
QUEIROZ, 2008; BITENCOURT, 2009). Dessa classe, podemos citar
como exemplo as lectinas de orquideas, possuindo especificidade para
manose, ¢ a lectina do tipo heveina, encontrada no latex de seringueira
(BATISTA, 2007; BITENCOURT, 2009).

A classe das hololectinas ¢ constituida pelas lectinas que apre-
sentam dois ou mais sitios de ligagdo a carboidratos, idénticos ou muito
similares, que se ligam ao mesmo tipo de carboidrato ou de estrutu-
ras homologas, sendo assim capazes de aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados (BATISTA, 2007; QUEIROZ, 2008; BITENCOURT,
2009). A maioria das lectinas extraidas de vegetais e estudadas esté ca-
tegorizada nessa classe, como por exemplo, a Con A (lectina isolada de
Canavalia ensiformis (L.) DC., denominada concanavalina A, ou Con
A) (MOURA, 2007; ZANETTI, 2007; BITENCOURT, 2009).

As lectinas que apresentam pelo menos dois tipos de dominios
funcionais diferentes, com atividades biologicas diferentes, sdo classi-
ficadas como sendo quimerolectinas; possuem um ou mais dominios
com ac¢do de ligagcdo a carboidratos ou a glicoconjugados, € um outro
dominio com funcionalidade enzimatica ou alguma outra atividade bio-
logica que ¢ independente do dominio de ligac¢do a carboidrato (MOU-
RA, 2007; BITENCOURT, 2009). Exemplos de quimerolectinas sdo a
ricina, isolada das sementes de Ricinus communis L., ¢ a lectina isolada
de Viscum album L.(ZANETTI, 2007).

Em 1998, Van Damme e colaboradores definiram um quarto

grupo, as superlectinas. As lectinas pertencentes a esse grupo devem
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conter pelo menos dois dominios de ligacdo estruturalmente diferentes
e que reconhecem carboidratos diferentes (VAN DAMME et al., 1998;
MOURA, 2007; QUEIROZ, 2008). Como exemplo, pode-se citar a lec-
tina da Tulipa gesneriana L. 1753, a TGL (ODA et al., 1987).

Em relacdo a especificidade aos carboidratos, as lectinas po-
dem ser classificadas em diferentes classes: lectinas ligantes de mano-
se; manose/maltose; manose/glicose; galactose/N-acetilgalactosamina;
N-acetilglicosamina/(N-acetilglicosamina)  fucose e acido sialico (BA-
TISTA, 2007).

Acredita-se que as lectinas de origem vegetal ndo possuem
preferencialmente afinidade por monossacarideos. A associagao de lec-
tinas com oligossacarideos ¢ cerca de 1000 vezes maior que com mo-
nossacarideos, em relagdo ao grau de afinidade (ZANETTI, 2007).

Ainda em 1998, Van Damme e colaboradores classificaram as
lectinas pertencentes as angiospermas. Essa classificagdo se deu utili-
zando trés diferentes parametros: a ocorréncia; a estrutura molecular e
a especificidade aos carboidratos, tendo sido adotada por muitos pes-

quisadores:

e Lectinas de leguminosas: frequentemente, apresentam de duas a
quatro subunidades de 25-30 kDa, sendo que cada subunidade con-
tém um sitio de ligagdo para carboidrato (REGO et al., 2002; ZA-
NETTI, 2007).

e Lectinas ligantes de quitina: apresentam a capacidade de se ligar
a quitina, como também apresentam uma sequéncia de aproxima-
damente 40 aminoacidos homologa a lectina heveina, extraida da
espécie Hevea brasiliensis (Wild.) Muell. Arg 1865. Assim, as lec-

tinas desse grupo apresentam um dominio conhecido como domi-
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nio heveina (ZANETTI, 2007; BARBOSA, 2013).

e Lectinas inativadoras de ribossomos: em geral, lectinas pertencen-
tes a esse grupo inibem a sintese proteica, ocasionando a morte
celular por retirar varios residuos de adenina de polinucleotideos.
Possuem duas cadeias, uma responsavel por reconhecer carboidra-
tos e outra com func¢ao catalitica (AGAPOV et al., 1999).

e Lectinas relacionadas a jacalina: estdo evolutivamente e estrutural-
mente correlacionadas as familias de moraceas ou convolvulaceas.
Aquelas relacionadas com lectinas de moraceas apresentam afini-
dade para N-acetil-D-galactosamina, enquanto aquelas relaciona-
das com lectinas de convolvulidceas ligam manose/maltose (ZA-
NETTI, 2007).

e Lectinas de monocotiledoneas ligantes de manose: as lectinas des-
sa classe apresentam uma similaridade quanto a sequéncia de ami-
noacidos e possuem preferéncia de ligagao a manose (BARBOSA,
2013).

e Lectinas de floema de cucurbitaceas: geralmente, apresentam um
dominio especifico para quitina, como também sdo glicosiladas
(nd3o havendo um dominio do tipo heveina). Apresentam peso mo-
lecular em torno de 25 kDa e alta similaridade nas sequéncias de
aminoacidos (BARBOSA, 2013).

e Lectinas de amarantaceas: ndo sdo glicosiladas, compartilham de
uma alta similaridade estrutural, possuem peso molecular de apro-
ximadamente 30 kDa e apresentam afinidade por N-acetil-D-galac-
tosamina (ZANETTI, 2007; BARBOSA, 2013).

As lectinas de animais foram classificadas observando-se a ho-
mologia existente entre as suas estruturas primarias. Assim, diversos
grupos e familias de lectinas ja foram caracterizados, sendo atualmente

descritas pelo menos dez familias de lectinas extraidas do reino ani-
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mal (DIAS, 2006; QUEIROZ, 2008). Inicialmente, eram conhecidas
somente classes de lectinas animais tipo C, tipo S e as galectinas; mais
recentemente, t€ém sido mencionadas outras classes, como as lectinas
tipo-I, tipo-L, anexinas, discoidinas, calreticulinas/calnexinas, eglec-

tinas, e as aglutininas, tipo fibrinogénio e pentraxinas (DIAS, 2006;
QUEIROZ, 2008).

Distribuicio nos Organismos e Funcdes Fisiologicas

As Lectinas estdo presentes em todos os reinos de seres vivos
e abrangem principalmente os reinos animal e vegetal (ANDRADE,
2003; TRINDADE, 2005; LEON et al., 2011).

Lectinas foram inicialmente isoladas de representantes do rei-
no vegetal, podendo ser encontradas em todos os tecidos das plantas,
constituindo, quando presentes, cerca de 6 a 11 % do conteudo protéico
do vegetal (POVINELI & FINARDI FILHO, 2002; PEDROSO, 2006;
GOTO, 2007; PIRES, 2007). De forma resumida, geralmente a rota de
producao e armazenamento de lectinas de plantas segue a via secreto-
ria, tendo inicio com sua producao nos ribossomos, sendo direcionadas
para o reticulo endoplasmatico e, por fim, seguem para o complexo de
Golgi, permanecendo armazenadas em vacuolos chamados de corpos
proteicos. Frequentemente, as lectinas passam por processos co-tradu-
cionais, como N-glicosilagdo, e pos-traducionais e clivagem proteoliti-
ca (TRINDADE, 2005).

Acredita-se que, em vegetais, as lectinas desempenhem fun-
coes de reserva, sirvam como fatores de reconhecimento, participem
do estoque de nitrogénio e tenham envolvimento com os mecanismos

de agdo protetora (BATISTA, 2007). Argumentos moleculares, bio-
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quimicos, celulares e fisioldgicos indicam que as lectinas apresentam
realmente uma acao defensiva nas plantas (PEUMANS & VAN DAM-
ME, 1995). Essa defesa se da pelas caracteristicas toxicas das lectinas
quando ingeridas e absorvidas pelo trato gastrointestinal, provocando
sensacdes de nauseas e vomito; o predador ¢ assim capaz de reconhecer
o vegetal posteriormente, evitando uma nova ingestao (PAIM, 2006).
No que se refere as funcdes fisiologicas das lectinas encontradas nos
vegetais, essas podem estar relacionadas as etapas de maturagdo e ger-
minag¢do de sementes, quando presentes, sendo suas fungdes as mais va-
riadas, tanto na propria fonte encontrada quanto em outros organismos,
quando em contato (PEUMANS & VAN DAMME, 1995; TRINDADE,
2005; PEDROSO, 2006).

Em animais, as lectinas possuem fungdes relacionadas ao
reconhecimento dentro do sistema imune, estando intrinsecamente
envolvidas com as fung¢des de defesa contra patdgenos, transito celu-
lar, regulacdao de resposta imune e acdo preventiva de autoimunidade
(TRINDADE, 2005).

Em outros organismos e estruturas, como as bactérias, proto-
zoarios, fungos e virus, a presenca de lectinas parece estar relacionada
ao desenvolvimento de fungdes para auxiliar ou promover a adesao des-
ses as estruturas celulares hospedeiras nas quais se multiplicam (DIAS,
2006; KOBAYASHI & KAWAGISHI, 2014).

Lectinas de Vegetais: propriedades biologicas

A prospeccdo de novas biomoléculas biologicamente ativas
vem possibilitando o aumento de aplicagdes biotecnoldgicas, através do

desenvolvimento de novos métodos, protocolos experimentais, técnicas
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e tecnologias e da determinagdo dos mais diversos fenomenos biologi-
cos (LEON et al., 2011).

Assim, visando a exploracao sustentavel de lectinas como bio-
moléculas com atividades diversas em potencial, muitas pesquisas tém
sido desenvolvidas, revelando um leque de possibilidades de aplicagdes
biologicas para essas proteinas, além de suas multiplas fungdes envol-

vidas em fendomenos bioldgicos.

Em 1995, Peumans ¢ Van Damme realizaram uma revisao so-
bre lectinas de plantas e as suas principais propriedades biologicas, sen-
do destacadas a a¢do antiviral, antibacteriana, antifingica, inseticida e
a atividade toxica em animais (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).
Leon e colaboradores (2011) também desenvolveram uma revisio so-
bre o potencial dessas biomoléculas na area biomédica, destacando ati-
vidades promissoras contra infecgdes virais, na indu¢do de mitose em

linfocitos, agdo citotoxica e efeitos antinutricionais.

Além dos trabalhos citados anteriormente, ha diversos outros
estudos se referindo ao grande potencial biotecnoldgico das lectinas ex-
traidas de plantas nas mais variadas aplicagdes biologicas (POVINELI
& FINARDI FILHO, 2002; DRESCH et al., 2005; PEREIRA, 2005;
SOUZA et al., 2005; MOURA, 2007; MARTINS, 2009; LIMPIAS et
al., 2010; SILVA et al., 2010; BEZERRA, 2012). Entre as potenciali-
dades biotecnologicas das lectinas vegetais, algumas podem ser des-
tacadas como referéncias para validar as atividades bioldgicas dessas

biomoléculas:

e Atividade Antiviral: investigacdes indicam a a¢do antiviral de lec-
tinas de plantas, atuando contra a disseminagao de virus e/ou contra

a propria infecc¢do viral. As lectinas com esse potencial atuam, ge-
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ralmente, contra virus de animais ¢ humanos que possuem, em sua
composi¢ado, glicoproteinas (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).
Tal acdo esta relacionada com a capacidade da lectina de intera-
gir com receptores especificos dos capsideos virais, promovendo
o desencadear de reacdes de inativagdo por formar um complexo
lectina-virus (LEON et al., 2011).

Atividade Antibacteriana: a atividade antibacteriana de lectinas
envolve compostos da parede celular ou glicanos extracelulares.
Essas biomoléculas interagem fortemente com o microrganismo,
promovendo perda da motilidade, resultando em morte celular
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995; SINGH et al., 2013).
Atividade Anti-inflamatoria: vem sendo demonstrada a acdo de
lectinas com efeito modulador nos processos da inflamag¢ao, nos
processos de migracdo celular e/ou nos processos de produgao de
mediadores inflamatorios. Esses efeitos ocorrem devido a inibigao
lectinica da adesdo leucocitaria ao endotélio do vaso (BEZERRA,
2012; CORIOLANO et al., 2014; SANTIAGO et al., 2014).
Atividade Antifiingica: a interacdo de lectinas com carboidratos
da parede celular de fungos, promovendo efeitos desfavoraveis
em seus constituintes, pode estar envolvida com o desencadear de
mecanismos que promovem desordem na parede celular e efeito
antifingico (PEUMANS & VAN DAMME, 1995; SINGH et al.,
2013).

Atividade Inseticida: lectinas extraidas de plantas com atividade
inseticida possuem acdo toxica, provocando a morte de larvas e
de insetos adultos. Acredita-se que o efeito protetor que as lectinas
apresentam nos vegetais contra diversos predadores € o que carac-
teriza o possivel potencial inseticida dessas proteinas (FARIAS et
al., 2010; SILVA et al., 2010). A ligacao de lectinas em receptores

contendo glicoproteinas no trato digestivo dos insetos pode pro-
mover uma insuficiéncia fisiologica, resultando em agdo repelente
ou até mesmo em morte sist€émica. Assim, ligagdes especificas de
lectinas, tanto em receptores ao longo do sistema digestivo quanto
em enzimas digestivas, estdo correlacionadas a potencial toxicida-
de contra insetos (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).
Atividade Antitumoral: grupos de lectinas com ag¢ao citotoxica ge-
ralmente apresentam duas subunidades: uma responsavel pelo re-
conhecimento de glicidios na membrana celular e a outra responsa-
vel por penetrar no interior celular, promovendo a agao citotoxica;
essa internalizacdo ¢ de suma importancia para possiveis efeitos
apoptoticos, podendo também desencadear a liberagao de compos-
tos que auxiliam em um efeito antitumoral (POVINELI & FINAR-
DI FILHO, 2002; PEREIRA, 2005; SOUZA et al., 2005; MOURA,
2007; MARTINS, 2009; LEON et al., 2011; BEZERRA, 2012).
Aglutinacao de Eritrocitos e Outras Células: sendo a primeira pro-
priedade biologica desvendada das lectinas, a aglutinagao ¢ o resul-
tado de interagdes das lectinas com a membrana das diversas cé-
lulas (eritrocitos, bactérias, linfocitos, plaquetas, espermatozoides,
entre outras); tal propriedade é reversivel e pode sofrer inibi¢ao por
acucares (PEUMANS & VAN DAMME, 1995; DRESCH et al.,
2005; SILVA et al., 2010; LEON et al., 2011).

Deteccao de Antigenos: atualmente, ha grande interesse em inves-
tigacdes para identificacdo de moléculas antigénicas. Muitas lecti-
nas estdo sendo estudadas e aplicadas na detec¢ao de antigenos es-
pecificos; € o caso das lectinas extraidas das plantas Salvia sclarea
Benth., Vicia villosa Brot. e Helix pomatia L.. Essa utilizacao é ge-
ralmente chamada de lectinohistoquimica (LIMPIAS et al., 2010).

Atividade Anti-helmintica: Rios-de Alvarez e colaboradores
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, A
(2012a; 2012b) verificaram, in vitro, a atividade das lectinas WGA c A P I T U L o l I %

(Triticum vulgare Vill.), Con A (Canavalia ensiformis (L.) DC.)

e PHA-E3L (Phaseolus vulgaris L.) contra nematoides gastrintes- Moringa oleifera: CONSIDERA(;C)ES GERAIS E PO-
tinais (NGI) de pequenos ruminantes, avaliando sua capacidade TENCIAL TERAPEUTICO

imunogénica, bem como seus efeitos nocivos no desenvolvimento

das larvas e na eclosao de ovos.
A espécie vegetal M. oleifera L. (Figura 2), descrita inicialmen-

Dessa forma, pode-se verificar em muitos estudos o grande . , e .
» P g te por Lamarck, em 1785, ¢ uma arvore da familia Moringaceae, sendo

leque de prospeccao biotecnologica das lectinas vegetais, evidenciando . . .
conhecida popularmente como morango, moringa, arvore de rabano,

diversas aplicagoes para diferentes dreas de Interesse. cedro, reseda, angela, arvore da vida e arvore dos milagres (OLIVEIRA
etal., 1999;: FERREIRA et al., 2009; MARTIN et al., 2013). Pertencen-
te ao conjunto das quatorze espécies categorizadas do género Moringa,
a M. oleifera ¢ originalmente nativa do Himalaia (OLIVEIRA et al.,

1999; ARAUJO et al., 2013; MARTIN et al., 2013).

Figura 2: Partes da espécie Moringa oleifera: vagem, sementes, flores, folhas e arvo-

re completa.

A — vagem; B — sementes; C — flores; D — folhas; E — arvore completa. Fonte: Dados

do Autor, 2019.
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As espécies desse género sdo encontradas principalmente na
india, Paquistdo, Filipinas, Tailandia, Malasia, Singapura, Afeganistio e
Bangladesh, sendo também cultivadas em todas as regides tropicais, sub-
tropicais e semiaridas, inclusive na América do Sul e na Africa (OLIVEI-
RAcetal., 1999; ARAUJO et al., 2013; MARTIN et al., 2013; AL-ANIZI
et al., 2014). O cultivo se da basicamente com a finalidade extensiva do
uso da planta; como exemplo, pode-se citar a preparacao de temperos (na
qual sdo utilizadas as raizes), a formulacao de cosméticos (utilizando-se
o 6leo das sementes) e o uso intenso na cultura medicinal (sendo utiliza-
das todas as partes da planta) (OLIVEIRA et al., 1999; GALUPPO et al.,
2014).

Estudos relacionados ao levantamento de atividades bioldgicas
da espécie M. oleifera evidenciaram o seu grande potencial, com promis-
sores efeitos benéficos quando utilizada para fins terapéuticos, sendo a

espécie designada por Martin et. al (2013) como drvore milagrosa.

Atividades como antitumoral (FERREIRA et al., 2009; GALU-
PPO et al.,, 2014; YASSA & TOHAMY, 2014), antioxidante (SANTOS
et al., 2005; FERREIRA et al., 2009; GALUPPO et al., 2014; YASSA &
TOHAMY, 2014), hipoglicemiante, hipotensora (GALUPPO et al., 2014;
YASSA & TOHAMY, 2014), hepatoprotetora (GALUPPO et al., 2014),
imunomoduladora (GALUPPO et al., 2014), antimicrobiana (FERREIRA
et al., 2009; AL-ANIZI et al., 2014), larvicida, ovicida (4edes Aegypti L.)
(COELHO et al., 2009; FERREIRA et al., 2009; SANTOS et al., 2012) ¢
anti-inflamatoria (FERREIRA et al., 2009; ARAUIJO et al., 2013; YASSA
& TOHAMY, 2014) ja foram citadas a respeito da espécie M. oleifera;
tais propriedades sdo fortes aspectos bioldgicos que justificam a exploragdo
da espécie pela comunidade cientifica, para a elucidagdo especifica desses

efeitos em sistemas biologicos, seja in vitro ou in vivo.
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J& foram isolados da M. oleifera compostos do tipo glucosino-
latos, que sao metabolitos secundarios, contendo a molécula de enxofre
na sua composi¢ao, havendo relatos de efeitos desses compostos rela-
cionados a modulagdo da progressdo de canceres e ao retardamento de
doencas degenerativas (GALUPPO et al., 2014).

Outro composto isolado da M. oleifera, o 4-(a-L-ramnosiloxi-
benzil) isotiocianato, apresentou efeito redutor do crescimento em co-
lonias microbianas, sendo classificado como um composto antimicro-
biano (AL-ANIZI et al., 2014).

Yassa e Tohamy (2014) mostraram que o extrato das folhas da
M. oleifera provocou um efeito contra diabetes em ratos; o efeito foi ca-
racterizado pela presenca de bioflavonoides capazes de modular a acao
de enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos, tendo como

resultado a liberacdo de insulina pelas células f no pancreas.

Com relacao a presenca de lectinas, M. oleifera tem mostra-
do ser excelente fonte de obten¢do dessas proteinas; ja foram isoladas
da espécie as lectinas WSMoL (SANTOS et al., 2005; COELHO et
al., 2009), Mol (KATRE et al., 2008), cMol (SANTOS et al., 2009), e
MOSL (ASADUZZAMAN et al., 2018), as quais foram submetidas a
analises para uma diversidade de aplicagdes biotecnologicas (SANTOS
et al., 2005; COELHO et al., 2009).

A Lectina Soliivel em Agua da Moringa oleifera

A WSMoL, nomeada assim por apresentar solubilidade em
agua (do inglés, Water Soluble Moringa oleifera lectin), apresenta ati-
vidade hemaglutinante (AH) dependente de sitios de ligacdo a carboi-

dratos, sendo essa AH reduzida (inibida) na presen¢a de monossacari-
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deos frutose e glicose, de trissacarideo rafinose (formado por glicose,
frutose e galactose) e da glicoproteina tiroglobulina (SANTOS et al.,
2005; FERREIRA et al., 2011). Essa lectina apresenta AH 6tima em pH
4,5, mas em pH 7,0 essa atividade se torna diminuida, provavelmente
pelo equilibrio de cargas positivas e negativas da proteina, sendo, dessa
forma, caracterizada como uma proteina acida, de aproximadamente 60
kDa (MOURA et al., 2016). A WSMoL integare com quitina; apresenta
também sequéncias peptidicas similares a outras proteinas isoladas da
M. oleifera, M02.1 e M02.2, conforme depositada no banco de dados
NCBInr (nimero de identifica¢ao gi|127215) (GASSENSCHMIDT et
al., 1995;COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2012).

Entre as atividades biologicas ja analisadas para a WSMoL,
pode-se citar a atividade antioxidante (SANTOS et al., 2005), ativi-
dades larvicida e ovicida contra 4. aegypti (COELHO et al., 2009;
SANTOS et al., 2012), atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus ¢ Escherichia coli (FERREIRA et al., 2011), o efeito ndo cito-
toxico em células mononucleares e o efeito citotoxico moderado em
linhagens NCI-H292 (cancer de pulmao) e Hep-2 (cancer de laringe)
(ARAUIJO et al., 2013).

Todas as propriedades bioativas de WSMoL ja descritas deixam
claro o seu potencial para diversos fins biotecnoldgicos e justificam a

busca de novas aplicagdes para essa lectina.
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CAPITULO Il

NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE PEQUENOS
RUMINANTES: ESTRATEGIAS DE CONTROLE PA-
RASITARIO

O parasitismo gastrintestinal € a maior causa de danos a saude
animal em todos os sistemas de producdo animal do mundo, princi-
palmente quando se trata de regides tropicais e subtropicais, sendo a
economia drasticamente afetada (VIEIRA, 2005; SOTOMAIOR et al.,
2009; COSTA et al., 2011; RIOS-DE ALVAREZ et al., 2012a). No Bra-
sil, os indices sdo altos, abrangendo grande parte do territorio nacional
(SOUSA et al., 2013).

Tendo em vista que a caprinocultura ¢ uma atividade sustenta-
da em paises em desenvolvimento, cujo objetivo principal ¢ a produgdo
de carne, de leite e de pele economicamente viaveis, sao de interesse
da area estudos direcionados a alternativas de controle de parasitoses
(VIEIRA, 2005; SPRENGER et al., 2013).

Os principais tipos de endoparasitas de maior importancia na
criacdo de pequenos ruminantes sao os agentes etioldgicos pertencentes
as espécies de coccidios do género Eimeria (que causam eimeriose) €
NGI pertencentes a familia Trichostrongylidae (que causam vermino-
ses), sendo que as endoparasitoses causadas por esses agentes se de-
senvolvem nos animais dependendo de varios fatores, sejam fatores
nutricionais, associados a espécie, a fisiologia ou a carga parasitaria
(VIEIRA, 2005; HOLSBACK et al., 2013).
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Os caprinos e ovinos sao parasitados pelos NGI Haemonchus
contortus (Rudolphi, 1803) e Trichostrongylus axei, que se instalam
no abomaso; as espécies Trichostrongylus colubriformis, Strongyloides
papillosus, Cooperia punctata, Cooperia pectinata € Bunostomum tri-
gonocephalum sdo parasitos do intestino delgado; ja as espécies Oeso-
phagostomum columbianum, Trichuris ovis, Trichuris globulosa e Skr-
jabinema sp. sao encontradas predominantemente no intestino grosso
(VIEIRA, 2005; COSTA et al., 2011). Entre esses nematdides, as es-
pécies Haemonchus contortus, Strongyloides papillosus, Trichostron-
gvlus colubriformis e Oesophagostomum columbianum sdo as de maior
prevaléncia nos animais infectados e caracterizam-se como 0s nematoi-
des de maior importancia na produgdo de caprinos e ovinos (HOUN-
ZANGBE-ADOTE et al., 2005; VIEIRA, 2005; HOULSBACK et al.,
2013; SALLES et al., 2014).

As condi¢des ambientais nas quais os animais sao mantidos,
tais como umidade, temperatura e as caracteristicas especificas das pas-
tagens, sdo fatores que podem favorecer o desenvolvimento dos para-

sitos, havendo um aumento no indice de contaminagdo da pastagem
(SOTOMAIOR et al., 2009).

Inicialmente, o ciclo de vida desses parasitos divide-se em fase
de vida livre e fase parasitaria (Figura 3). A fase de vida livre € carac-
terizada pela presenga dos ovos nas fezes do animal, até a formagao
da larva em estagio L3 (estagio larval 3); os parasitos depositam ovos
nas fezes existentes no intestino do animal, esse, por sua vez, quando
evacua, libera os ovos na pastagem. Em aproximadamente 24 horas,
os ovos eclodem para a larva em estagio L1 (estagio larval 1) quando
essa, se alimentando de microrganismos, muda a sua cuticula para o

estagio L2 (estagio larval 2) e, em seguida, para o estagio L3. A larva
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em estagio L3 ¢ a forma infectante e a sua formagdo dura em média de
cinco a dez dias, em condi¢des de temperatura e umidade adequadas
(SOTOMAIOR et al., 2009; HOSTE et al., 2012).

A larva em estagio L3 apresenta-se com agdo locomotora, per-
manecendo na pastagem da qual os animais se alimentam, ocorrendo a
infeccdo. Assim, inicia-se a fase parasitaria, € o nematoide passa a se lo-
calizar no sistema digestorio do animal, onde se alimenta e realiza suas
respectivas mudas, para o estdgio L4 e depois para a forma adulta, que
dura de dezoito a vinte e um dias. Os adultos acasalam-se e as fémeas
depositam ovos que serdao eliminados nas fezes, dando continuidade ao
ciclo do parasito (SOTOMAIOR et al., 2009).

Figura 3: Representac@o geral das fases do ciclo de vida dos nematoides gastrintes-

tinais.

adultos se alimentam
no abomaso

L4 preso no epitélio do
rimen

L3 ingendo pelo
hospedeiro

)
@ o J
‘-\_ \ ovos elir;nadus nas
L2

fezes
ovo larvado

Fonte: Adaptado de Diagnosis of Veterinary Endoparasitic Infections (2016).
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Nos animais, a sintomatologia apresenta-se por uma forte ane-
mia ocasionada pela acdo hematofaga, principalmente quando se trata
de infeccdo pelo parasito da espécie Haemonchus contortus, que acar-
reta cerca de 80 % das infec¢Oes parasitdrias em ovinos € caprinos,
sendo caracterizado dentre os mais patogénicos dos parasitos gastrin-
testinais (VIEIRA, 2005; BATISTA et al., 2007; SOTOMAIOR et al.,
2009; HOLSBACK et al., 2013). Além da anemia como o principal
fator decorrente da parasitose por Haemonchus contortus, ¢ também
observado o crescimento retardado dos animais, a perda de peso, a diar-
reia, a formagdo de ulceras, a reducdo na producao de leite e carne, a
diminui¢ao da ingestdo de alimentos, a diminuicao da fertilidade repro-
dutiva e, dependendo da intensidade da infecc¢do, pode chegar a haver
taxas de mortalidade (SOTOMAIOR et al., 2009; HOLSBACK et al.,
2013; SPRENGER et al., 2013).

A principal forma de controle epidemiolédgico ¢ a utilizagao de
medicamentos do grupo dos anti-helminticos que interrompem, através
de algum mecanismo de acdo, o ciclo de vida dos parasitos (RIOS-DE
ALVAREZ et al., 2012a). Entre os anti-helminticos, pode-se destacar
os benzimidazéis (albendazol, fenbendazol e oxifendazol), os imida-
tiazodis (tetramisol e levamisol), as hidropirimidinas (pirantel € moran-
tel), as lactonas macrociclicas (ivermectina, abamectina, doramectina
e moxidectina) e os salicilanilideos (closantel, disofenol e nitroxinil)
(COLES et al., 2006; SOTOMALIOR et al., 2009; SPRENGER et al.,
2013; SALLES et al., 2014). Porém, o uso indiscriminado desses agen-
tes € a principal causa de danos nocivos que levam a ndo eficacia do
tratamento, causando resisténcia e efeitos acumulativos no ambiente
(HOUNZANGBE-ADOTE et al., 2005; BIZIMENYERA et al., 2006;
RIOS-DE ALVAREZ et al., 2012a; SANTOS, F. et al., 2012; SPREN-
GER et al., 2013; ABREU et al., 2014).
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A respeito do uso de tecnologias em busca de alternativas tera-
péuticas contra parasitos gastrintestinais, o uso de bioprodutos naturais
destaca-se como benéfico, apresentando bons resultados para tal obje-
tivo (BIZIMENYERA et al., 2006; SOTOMAIOR te al., 2009; BATA-
TINHA et al., 2011; ABREU et al., 2014). Alguns trabalhos relataram o
uso de extratos, fragdes proteicas e de lectinas com agao ovicida e larvi-
cida, tanto para espécies de parasitos gastrintestinais, como para outras
espécies (RIOS-DE ALVAREZ et al., 2012a; 2012b; SALLES et al.,
2014; HEIM et al., 2015). A agdo antiparasitaria de lectinas sobre larvas
tem sido considerada como um efeito seletivo das lectinas por afinidade
a glicoproteinas constituintes da cuticula desses parasitos, com as quais
as lectinas se ligam, interferindo diretamente no desenvolvimento lar-
val (RIOS-DE ALVAREZ et al., 2012a; ABREU et al., 2014). O mesmo
¢ sugerido com relagdo a acdo ovicida, em que lectinas, interagindo
com glicoproteinas do ovo, atuam, interferindo no processo de desen-
volvimento da larva dentro do ovo, impedindo a eclosdo do ovo ou o
seu desenvolvimento embrionario (ABREU et al., 2014; SALLES et
al., 2014).

Anti-helminticos Sintéticos

O anti-helmintico tiabendazol, pertencente a classe dos benzi-
midazois, estd em uso desde a década de 60, sendo o primeiro da sua
classe a ser formulado (CHEHRESA, 1996; MELO & BEVILAQUA,
2005). Utilizado efetivamente como um quimico sintético de amplo
espectro frente a diversos nematoides, em diferentes fases de desen-
volvimento (géneros Trichostrongylus, Cooperia, Nematodirus, Oster-
tagia, Haemonchus, Oesophagostomum, Bunostomum, Strongyloides,

Chabertia, Trichuris), apresenta baixa toxicidade em mamiferos e alta
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especificidade sobre nematoides, sendo de alta metabolizagao e repre-
sentando baixo acumulo de produtos metabolicos pos biotransformagao
(BROWN et al., 1961; CHEHRESA, 1996; SANTOS, 2013).

A especificidade do tiabendazol esta associada ao seu meca-
nismo de a¢ao, promovido pela interagao do farmaco com a porg¢ao pro-
teica acida da B-tubulina, pertencente a composi¢cdo dos microtubulos
nas células intestinais do nematodeo; essa interacao inibe o processo de
polimerizacao da tubulina na formagao dos microtubulos (os quais sao
constituidos por subunidades a e 3 da tubulina), ocasionando um trans-
torno molecular na formacgao do citoesqueleto. Em particular, o firmaco
causa a interrupg¢ao na distribui¢ao de vesiculas intracelulares, causan-
do mudangas celulares drasticas (CHEHRESA, 1996; MARTIN, 1997;
MELO & BEVILAQUA, 2002; PEREIRA, 2011; SANTOS, 2013). A
ma formacao citoesquelética impede a funcionalidade dos microtibu-
los, os quais estao envolvidos com os processos de motilidade, mitose,
absorc¢ao de nutrientes, secrecao celular e com o transporte de molé-
culas intracelulares; portanto, a interagdo do quimico sintético com a
tubulina acarreta a perda da integridade de microtubulos, provocando
a morte dos nematoides (MARTIN, 1997, MELO & BEVILAQUA,
2005; PEREIRA, 2011; SANTOS, 2013).

O processo de interrup¢do na constituicdo de microtibulos
pelo farmaco ndo ocorre em mamiferos devido a auséncia de interacao
do tiabendazol com a B-tubulina de mamiferos, a qual possui aspectos
moleculares diferenciados da B-tubulina dos nematoides. Essa caracte-
ristica explica a auséncia de toxicidade grave em mamiferos (SANTOS,
2013).

Além da interacdo com a B-tubulina, o tiabendazol também

pode inibir o transporte de glicose por meio de sua acdo inibitoria sobre
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a enzima fumarato redutase, modificando assim o metabolismo energé-
tico do nematdédeo (MELO & BEVILAQUA, 2002; MELO & BEVI-
LAQUA, 2005; PEREIRA, 2011).

A geracdo de energia em nematoides envolve processos fer-
mentativos anaerdbios, em que a glicose capturada ¢ reduzida a alcoois
e a compostos organicos acidificados (CHEHRESA, 1996; MELO &
BEVILAQUA, 2002). A carga energética do parasito ¢ distribuida para
atividades de motilidade e reprodu¢ao (CHEHRESA, 1996). O meca-
nismo de a¢do sobre o metabolismo da glicose foi o primeiro evidencia-
do para o tiabendazol, o qual provoca interrup¢ao na bioquimica meta-
bolica de carboidratos do parasito (CHEHRESA, 1996).

Também foi averiguado que ha uma diminui¢ao na produgdo
de ovos pelos parasitos expostos ao quimico em questao (MELO & BE-
VILAQUA, 2002; MELO & BEVILAQUA, 2005), provavelmente por
acarretar disfungdes genéticas/moleculares que interferem na produgao
de ovos durante o desenvolvimento dos nematoides adultos (LAING et
al., 2013; SCHWARZ et al., 2013).

De forma geral, os imidazotiazois atuam com um efeito simi-
lar ao da acetilcolina, causando paralisia nos vermes, impossibilitando
arealizagdo das atividades bioldgicas e promovendo a morte (ROEBER
etal., 2013).

Ja as lactonas macrociclicas, avermectinas ¢ milbemicinas in-
teragem seletivamente com canais de cloreto. O fluxo de ions cloreto
nos neuronios presumivelmente causa a paralisia € morte dos nematoi-
des, por haver uma hiperpolarizagdo no tecido, resultando em inibigao
e paralisia do organismo (MELO & BEVILAQUA, 2005).

As salicilanilidas, em sua maioria, atuam no processo de fosfo-
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rilagdo oxidativa, influenciando diretamente no mecanismo de geracao
de energia metabolica dos nematoides sensiveis a esses farmacos. Os
organofosforados, usados em menor frequéncia, atuam diretamente na
inibi¢do da acetilcolinesterase, bloqueando a hidrélise da acetilcolina,
resultando em paralisia espastica e eliminagdo do nematodeo do trato
gastrintestinal do hospedeiro (MARTIN, 1997).

Dessa forma, contitui-se assim um leque de composi¢des qui-

micas no controle de NGI.

Resisténcia aos Anti-Helminticos: Aspectos Gerais

A resisténcia de NGI ¢ definida como sendo a capacidade de
uma populagdo de parasitos tolerar uma certa concentragdo do anti-
-helmintico, normalmente letal para uma populagao de nematoides de
mesma espécie, sensiveis ao mesmo anti-helmintico. Esse aumento re-
lativo no nimero de nematoides resistentes aos anti-helminticos esta
associado a possibilidade de trocas gé€nicas entre os parasitos durante
0 proprio cruzamento; portanto, a hereditariedade ¢ um importante fa-
tor no desenvolvimento da resisténcia, bem como fatores biologicos,
ecologicos, genéticos e operacionais (MELO & BEVILAQUA, 2002;
FORTES et al., 2011).

De forma breve, o uso dos anti-helminticos pode levar ao de-
senvolvimento de mecanismos de resisténcia nos nematoides por dois
mecanismos distintos: o mecanismo especifico, que estd relacionado
com a atuacao do quimico sintético (farmacocinética) na sua forma de
distribui¢cdo no organismo, € 0 mecanismo inespecifico, relacionado ao
desenvolvimento de alteragdes nos receptores de atuacdo dos anti-hel-
minticos (sitios de atuagcdo) (MELO & BEVILAQUA, 2005).
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Nessa perspectiva, os anti-helminticos, além de serem a forma
mais difundida capaz de promover resisténcia nos nematoides, apre-
sentam esses dois mecanismos distintos para acarretar a resisténcia
(CHEHRESA, 1996; WOLSTENHOLME et al., 2004; MELO & BE-
VILAQUA, 2005). Assim, cepas de NGI resistentes aos anti-helmin-
ticos estabelecem uma tolerancia génica, a qual ¢ disseminada para a
nova progénie, que se torna resistente as mesmas situagdes ocorridas
e provocadas pelo quimico sintético (MELO & BEVILAQUA, 2002).

Para os benzimidazois, a resisténcia € relatada desde o ano de
1965, difundindo-se por diversos paises, principalmente os da América
do Sul, bem como a Africa do Sul e Australia (CHEHRESA, 1996;
MELO & BEVILAQUA, 2002). No Brasil, o primeiro relato de resis-
téncia ao anti-helmintico tiabendazol foi no Rio Grande do Sul, haven-
do uma prevaléncia de 97 % de resisténcia, em termos de propriedades
de rebanhos (MELO & BEVILAQUA, 2002).

A permanéncia de biomoléculas imunogénicas variadas em
populacdes de nematoides pode estar associada a uma estratégia evolu-
tiva e adaptativa para o controle de populagdes heterogéneas na respos-
ta imunoldgica ao hospedeiro. Por outro lado, uma perda de receptores
associados ao anti-helmintico (no caso a B-tubulina) em populacdes de
nematoides esta diretamente ligada ao surgimento da resisténcia ao tia-
bendazol (CHEHRESA, 1996).

Os estudos envolvendo os fatores genéticos associados a essa
resisténcia sao relatados desde a década de 1970; esses estudos apontam
que as alteragdes na frequéncia génica de uma populagao de nematoides
resistentes sao ocasionadas pela presenca do anti-helmintico, exigindo,
muitas vezes, a utilizagdo de uma maior concentragdo do quimico sin-
tético no controle aos parasitos (CHEHRESA, 1996).
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A analise molecular dessa mudanga genética revelou a existén-
cia de alelos especificos de um ou dois isotipos da fragao da f-tubulina,
ocorrendo uma troca do aminoacido fenilalanina por tirosina na
B-tubulina, devido a alteragdo de sequéncia na posi¢ao 200 e/ou 167
do gene da tubulina (MELO & BEVILAQUA, 2002; SANTOS, 2013),
bem como na posi¢do 198, resultando na troca do aminoécido glutama-

to por alanina na sequéncia peptidica (SANTOS, 2013).

Ja a resisténcia aos imidazotiazois esta associada a mudancas
na farmacologia dos receptores da acetilcolina, em que os nematoides
resistentes t€m menor afinidade ao anti-helmintico e mais sitios ligan-
tes, 0 que ocasiona um aumento na propensao para a perda de sensibi-
lidade do receptor ao anti-helmintico (MELO & BEVILAQUA, 2002).

Também ja foi relatada a resisténcia a outros anti-helminticos
(albendazol e parbendazol, ivermectina, oxfendazol e closantel), sendo
esse fato de grande preocupagdo para a comunidade pupular e cientifi-
ca, fortalecendo as pesquisas em busca de alternativas para o controle
desses nematoides resistentes (MELO & BEVILAQUA, 2002).

Estratégias de Controle Alternativo

Nos tltimos anos, a bioprospecc¢ao de produtos isolados de plantas
vem crescendo exponencialmente, na perspectiva de triagens de compos-
tos com atividades anti-helminticas diversas (RIOS-DE ALVAREZ et al.,
2012a). Essa triagem estd associada diretamente ao aumento da resisténcia
aos quimicos sintéticos, devido principalmente ao seu uso indiscriminado
(CEZAR et al., 2008). Portanto, métodos de controle alternativo aplicaveis
aos NGI s3o promissores, € pesquisas t€ém revelado novas formas de con-
trolar esses parasitos (RIOS-DE ALVAREZ et al., 2012a).
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Cezar et al. (2008), bem como Hoste & Torres-Acosta (2011)
validaram, em perspectiva de revisao literaria, as principais formas de
controle alternativo dos nematoides, definindo que ha quatro principais
categorias de controle alternativo: controle biologico; por resposta imu-

ne do hospedeiro; por manejo e por fitoterapia.

e Controle biologico: baseia-se no uso controlado de fungos e be-
souros nematofagos, os quais interrompem o ciclo de infecgao
provocado pelos nematoides e/ou compostos liberados por eles.
A principal espécie fingica dessa categoria ¢ a Duddingtonia fla-
grans (CHARTIER & PORS, 2003; HOSTE & TORRES-ACOS-
TA, 2011).

e Imunologia do hospedeiro: a utilizagdo de compostos com acdo
imunogénica, além de adjuvantes comerciais ou naturais (no caso,
compostos da composi¢ao dos nematoides e/ou liberados por eles),
estd sendo investigada na perspectiva de formulacdo de vacinas
para o controle, principalmente, do nematéodeo da espécie Hae-
monchus contortus (BAKER et al., 2003; LAING et al., 2013).

e Controle por manejo: diminuir o nimero de animais na pastagem,
o confinamento de animais mais sensiveis (como fémeas em lacta-
¢do e animais jovens) ¢ a utilizagdo de forrageiras mais altas para
a alimentagdo dos animais (acima de 15 cm) sdo algumas alter-
nativas de controle das parasitoses sem a utilizagdo de quimicos
sintéticos. Medidas higi€nico-sanitarias, como o planejamento da
alimentacao dos animais, do calendario de vacinagdes, ¢ também
o planejamento da higiene dos animais e das suas instalagdes sao
exemplos de medidas que podem ser adotadas nas propriedades a
fim de diminuir o grau de infeccdo dos animais (SOTOMAIOR et
al., 2009).
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e Fitoterapia: a utilizagdo de compostos isolados de vegetais, ou pre-
paragdes extraidas dos mesmos, vem revelando de forma promis-
sora fontes vegetais ricas, principalmente em taninos e proteinas
do tipo lectinas, com ag¢@o anti-helmintica. Essas preparagdes pro-
movem efeitos nocivos aos parasitos, diminuindo a sua capacidade
retroativa para uma nova infec¢ao do hospedeiro (HOSTE & TOR-
RES-ACOSTA, 2011; RIOS-DE ALVAREZ et al., 2012a).

A utilizacao de metabdlitos extraidos de plantas possui limi-
tagdes expressas pela concentragdo do bioproduto, pelo mecanismo de
acao do bioproduto e pelas condi¢des ideais para a sua melhor efica-
cia (GITHIORI et al., 2006; NERY et al., 2009; RIOS-DE ALVAREZ,
2009; NANDHINI & SUMATHI, 2014). Nesse sentido, apesar do cres-
cente uso de metabolitos extraidos de plantas em pesquisas voltadas
para o controle dos NGI, tais compostos vegetais ainda ndo apresentam
uma eficacia maior ou equivalente, padronizada, em relagdo aos anti-
-helminticos comerciais (RIOS-DE ALVAREZ, 2009).

Entre os principais metabolitos extraidos de plantas com agao
anti-helmintica, destacam-se os taninos e as lectinas como promis-
sores no controle dos NGI (RIOS-DE ALVAREZ, 2009; HOSTE &
TORRES-ACOSTA, 2011; NANDHINI & SUMATHI, 2014). Porém,
em complexos metabolicos de plantas, geralmente ha uma associagao
desses metabolitos, havendo a formagdo de complexos entre taninos e
proteinas (T-P). Assim, os taninos provocam mais danos aos parasitos
presentes no intestino, ou seja, aqueles que possuem o intestino como
habitat (Trichostrongylus colubriformis). As proteinas, por sua vez,
atuam principalmente nos parasitos do abomaso (Haemonchus contor-
tus, Teladorsagia circumcincta (Stadelman, 1894) e Trichostrongylus

colubriformis), onde o complexo T-P ¢ dissociado pela mudanca de pH
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(o qual gira em torno de 3,5 no abomaso), havendo uma distingdo fun-
cional dos parasitos presentes nesses ambientes (HOSTE et al., 2006;
RIOS-DE ALVAREZ, 2009).
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CAPITULO IV &

INVESTIGACAO DA ATIVIDADE NEMATICIDA DA
LECTINA SOLUVEL EM AGUA (WSMoL) ISOLADA
DE SEMENTES DE Moringa oleifera: METODOS

Obtenciao da WSMoL

A lectina denominada WSMoL foi cedida pelo grupo de pesqui-
sa Bioquimica de Proteinas, coordenado pela Professora Doutora Lua-
na Coelho, da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. A lectina

foi isolada de acordo com o procedimento descrito por Coelho et al.
(2009).

Obtencao dos Ovos de Nematoides Gastrintestinais de
Caprinos

Foram selecionados, aleatoriamente e independentemente de
raca e sexo, caprinos infectados naturalmente por NGI no Municipio
de Mossoro, localizado no Estado do Rio Grande do Norte - RN, sob
as coordenadas S 5° 11" 16", W 37° 20" 38", os quais apresentavam
término do periodo de efeito residual do tratamento por farmaco de
30 dias apo6s a ultima vermifugacao (NICIURA et al., 2009). As fezes
foram coletadas diretamente da ampola retal de cada animal, sendo ar-
mazenadas em sacos plasticos finos e estéreis e acondicionadas em cai-
xas isotérmicas até serem transportadas ao Laboratorio de Imunologia
e Parasitologia Molecular (LIPAM) da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA).
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Identificacao e Contagem de Ovos por Grama de Fezes —
OPG

Inicialmente, triturou-se 4 g de amostras de fezes com o bastao
de vidro e acrescentou-se 26 mL de solugdo hipersaturada de cloreto de
sodio; a solugao foi homogeneizada e peneirada. O material retido na
peneira foi descartado e o filtrado foi pipetado até o preenchimento das
duas células da camara de McMaster. Em seguida, os ovos foram quan-
tificados em microscopio optico de luz em objetiva de 10x. O numero
de ovos encontrados na camara foi multiplicado por 25, obtendo-se

assim o niimero de ovos por grama de fezes (OPQG).

Recuperaciao dos Ovos de Nematoides Gastrintestinais

As amostras que obtiveram um OPG igual ou superior a 100 fo-
ram selecionadas em um pool de fezes para o isolamento dos ovos. Sen-
do que o isolamento dos ovos de NGI de caprinos foi realizado como
descrito por Hubert e Kerboeuf (1992). O pool de fezes foi homogenei-
zado em agua, sendo essa solucao peneirada com as seguintes malhas:
150; 100; 36 € 20 um, respectivamente.

Em seguida, o material retido na ultima peneira foi lavado com
agua destilada e centrifugado em tubos Falcon de 15 mL (por 5 min, a
3.000 rpm, em temperatura ambiente). O sobrenadante foi descartado
e o pellet foi ressuspendido com solugdo hipersaturada de cloreto de
sodio, sendo novamente centrifugado (por 5 min, a 3.000 rpm). Em
seguida, a solugdo foi despejada na peneira de malha de 20 pm, lavada
com agua destilada e armazenada em tubo Falcon de 50 mL. Aliquotas
de 40 pL foram postas em laminas de vidro e a quantidade de ovos foi
verificada em microscopio optico de luz. Esse ultimo passo foi realiza-

do trés vezes, sendo calculada a média da quantidade de ovos.
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Teste da Eclodibilidade de Ovos — TEO

Esse método ¢ utilizado para verificar a resisténcia parasitaria
ao anti-helmintico sintético (tiabendazol) e/ou analisar moléculas bioa-
tivas com a¢ao anti-helmintica sobre ovos de nematoides, a fim de de-

terminar se a biomolécula avaliada ¢ capaz de inibir a eclosdo dos ovos

(CHAGAS et al., 2011).

Preparacao do Anti-helmintico Tiabendazol

Foram dissolvidos 0,032 g de tiabendazol em 3 mL de DMSO,
formando assim uma solu¢do denominada A. Em seguida, foram adi-
cionados 97 mL de 4gua destilada a solucdo A; posteriormente, 1 mL
da solugdo A foi diluido em 99 mL de dgua destilada, obtendo-se uma

solugdo de tiabendazol a 3,2 ug mL!' (BEZERRA, 2014).

Ensaio da Eclodibilidade

Esse método foi realizado conforme descrito por Coles e colabo-
radores (2006) ¢ Rios-de-Alvarez e colaboradores (2012a). Em placas
estéreis de 24 pocos, foi realizada uma diluigdo seriada de uma solucao
da WSMoL em agua destilada, até se obter as concentragdes lectinicas
de 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81, 3,9 ¢ 1,95 pg mL"' (concentragdes
finais para o volume final de cada pogo, no ensaio), sendo em seguida
adicionados 100 puL de solugdo de agua destilada contendo os ovos dos
nematoides (100 ovos/pogo), obtendo-se, ao final, 500 puL por pocgo.
Em cada ensaio, foram realizadas 5 repetigdes para cada concentragao
lectinica. As placas foram identificadas, lacradas com filme plastico e
incubadas em B.O.D. (a 27 °C, por 48 h); apds a incubagao, foram adi-

cionadas duas gotas de lugol em cada poco, visando a paralisar o

45

processo de eclosdo. Em seguida, foi realizada a quantifica¢do (em la-
minas de vidro) em microscopio optico de luz, de ovos e de larvas em
estagio L1 para cada tratamento.

O mesmo procedimento foi realizado para o controle negativo,
contendo somente agua destilada, e para o controle positivo, em que
foi utilizado o anti-helmintico tiabendazol na concentragdo de 3,2 ug
mL' preparado em DMSO. Foram realizados 5 ensaios em periodos

independentes.

Ensaio da Eclodibilidade com a WSMoL Inibida com Frutose

A inibicdo da WSMoL foi realizada conforme descrito por San-
tos et al. (2005), com modificagdes. Em vidraria do tipo Becker, foi
preparada uma solugdo de frutose 0,2 M em agua destilada, na qual foi
adicionada a WSMoL; apos 15 minutos, a solugdo da lectina inibida
com a frutose foi utilizada para o ensaio de eclodibilidade.

100 ovos/pogo foram adicionados em placas estéreis de 24 po-
cos e, em seguida, completou-se o volume dos pocos para um volume
final de 500 pL com a adi¢cdo da solucdo da lectina inibida com o car-
boidrato frutose a 0,2 M (nas mesmas concentragdes finais da lectina
usadas no ensaio sem inibicdo). Em cada ensaio, foram realizadas 5
repeti¢des para cada concentragdo de lectina inibida. As placas foram
incubadas em B.O.D. (a 27 °C, por 48 h); apds a incubagao, foram adi-
cionadas duas gotas de lugol em cada poco. Em seguida, foi realizada a
quantificacdo de ovos e de larvas em estdgio L1 para cada tratamento.

Foram realizados 5 ensaios em periodos independentes.

46



Teste de Desenvolvimento Larval - TDL

Considerado um ensaio de sensibilidade para avaliar a eficacia
de grupos quimicos, esse teste ¢ utilizado principalmente para o diag-
noéstico da resisténcia a anti-helminticos da classe dos benzimidazois
(HUBERT & KERBOUEF, 1992; CHAGAS et al., 2011). Além disso,
¢ também utilizado para avaliar a a¢ao anti-helmintica de substancias
quimicas em teste, verificando-se a dose-resposta (HUBERT & KER-
BOUEF, 1992).

Producio de Meio Nutritivo Contendo Escherichia coli
A preparagao do meio nutritivo contendo E. coli foi realizada de
acordo com Chagas et al. (2011) e com Hubert e Kerbouef (1992).

Ensaio de Desenvolvimento Larval

Esse ensaio foi realizado conforme descrito por Hubert e Ker-
bouef (1992), bem como por Bizimenyera et al. (2006), com modifica-
¢oes. Procedeu-se o isolamento dos ovos, como descrito anteriormente.
Em seguida, 100 ovos/pogo foram adicionados em placas estéreis de 24
pogos, obtendo-se um volume de 200 pL. Em seguida, 80 pL de solu-
¢ao de meio nutritivo contendo E. coli foram adicionados aos pogos. As
placas foram identificadas, lacradas com filme plastico e incubadas em
B.0O.D. (a 27 °C, por 48 h), até a eclosdo dos ovos em larvas no esté-
gio L1. Em seguida, foram preparadas em tubos de ensaio as solucdes
da WSMoL em diferentes concentragdes (250, 125, 62,5, 31,25, 15,62,
7,81, 3,9 ¢ 1,95 ug mL"!, concentragdes finais alcangadas para o volume
final de cada poco, no ensaio), bem como a solugdo do controle positi-

vo, o anti-helmintico ivermectina (30,72 ug mL' em agua destilada).
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Por sua vez, o controle negativo foi realizado com 4gua destilada.
Esses tratamentos foram distribuidos nos pogos, obtendo-se ao
final um volume de 500 pL por pogo. Em cada ensaio, foram realizadas
5 repetigdes para cada concentracao lectinica. As placas foram identifi-
cadas, lacradas com papel filme e incubadas em B.O.D. (a 27 °C, por 5
dias). Apos a incubagdo, foram adicionadas duas gotas de lugol em cada
pogo. Em seguida, foi realizada a quantificacdo das larvas em estagio
L1 e L3 para cada tratamento, em laminas de vidro, no microscopio

optico de luz. Foram realizados 5 ensaios em periodos independentes.

Ensaio de Desenvolvimento Larval com a WSMoL Inibida com
Frutose

A inibicao da WSMoL foi realizada como descrito anteriormen-
te, e a solucdo da lectina inibida com a frutose foi utilizada para o en-
saio de desenvolvimento larval.

Assim, 100 ovos/pog¢o + 80 uL de solugao de meio nutritivo
contendo E. coli foram adicionados em placas de 24 pogos; apds 48 h
de incubagao, completou-se o volume final de 500 uL. em cada pogo,
com as solugdes da lectina inibida com o frutose 0,2 M (nas mesmas
concentragoes finais da lectina, usadas no ensaio sem inibi¢ao). As pla-
cas foram incubadas em B.O.D. (a 27 °C, por 5 dias). Apo6s a incuba-
¢do, foram adicionadas duas gotas de lugol em cada poco. Em seguida,
foi realizada a quantificagdo das larvas em estagio L1 e L3, para cada
tratamento, em laminas de vidro, no microscépio optico de luz. Foram

realizados 5 ensaios em periodos independentes.
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Analise da Atividade de Proteases e de Tripsina

Esses ensaios objetivaram quantificar a atividade de proteases
totais presentes em macerado de nematoides, na auséncia e na presenca
da WSMoL, a fim de se verificar a possivel interferéncia provocada pela
lectina na atividade de proteases totais (AGRA-NETO et al., 2013).

A atividade de proteases foi determinada conforme descrito por
Azeez et al. (2007), com modificagdes. Brevemente, 6 mL de solucao
aquosa contendo aproximadamente 4.350 larvas foram centrifugados
(a 10.000 rpm, por 10 min); o sobrenadante foi reservado (proteinas
secretadas) e o pellet foi ressupenso em 4 mL de Tris-HCI 0,1 M, pH
8,0, macerado e centrifugado (a 10.000 rpm, por 10 min), sendo o so-
brenadante denominado de extrato de larvas (proteinas ndo secretadas).
A quantificagdo de proteinas no extrato (proteinas ndo secretadas) e no
sobrenadante inicial (proteinas secretadas) de nematoides foi realizada
pelo método de Bradford (1976). Em seguida, o extrato de larvas (pro-
teinas ndo secretadas) (300 pL; 48 pug de proteina) foi imerso em 300
uL de fosfato de sddio 0,1 M, pH 7,5, contendo 0,6% de azocaseina (50
uL). Em seguida, 100 pL de Triton X-100 foram adicionados a mistura,
que foi incubada (por 3 h, a 37 °C).

Apos a incubacgdo, a reacdo foi encerrada com 200 puL de aci-
do tricloroacético a 10% (TCA), sendo a mistura novamente incubada
(por 30 min, a 4 °C) e, em seguida, centrifugada (a 10.000 rpm, por 10
min) e a absorbancia verificada (366 nm). O mesmo procedimento foi
realizado na presenga da WSMoL (50 uL; 1 mg mL"), bem como ou-
tro ensaio, utilizando o sobrenadante inicial (proteinas secretadas) (300
uL; 21 pg). Uma unidade de atividade de protease foi definida como a
quantidade de enzima que promoveu um aumento de 0,01 na absorban-
cia. O ensaio foi realizado em duplicata.

A atividade de tripsina foi determinada por incubacgao (por 30
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min, a 37 °C) do extrato ou do sobrenadante inicial das larvas em tam-
pao Tris-HCI (50 pl), com 15 puL ou 30 pL de solucdo aquosa contendo
WSMoL (1 mg mL™"), Tris-HC1 0.1 M, pH 8,0 (120 pul ou 105 pL) e
8 mM de BApNA (N-benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida, em 15 pL).
A atividade da tripsina foi determinada por medicdo de absorbancia a
405 nm (leitor de microplacas) (KAKADE et al. 1969). Uma unidade
de atividade de tripsina foi definida como a quantidade de enzima que
hidrolisa 1 nmol de BApNA por minuto. O controle foi realizado por
incubacao (por 60 min, 37 °C) de extrato ou sobrenadante inicial (50
puL) com 135 pL de Tris-HCl e 8 mM de BApNA (15 pL). O ensaio foi

realizado em duplicata.

Investigacao da Localizacado da WSMoL Conjugada a
FITC sobre Ovos e Larvas

A fluoresceina isotiocianato (FITC) se liga aos grupamentos
amino-terminal ou aminas primadrias das proteinas; permite visualizar e
investigar as interagdes da proteina (lectina conjugada com fluoresceina
isotiocianato) com os constituintes da amostra bioldgica a ser marcada,
auxiliando a verificacdo da afinidade da molécula marcada com o mate-
rial bioldgico analisado (RIOS-DE ALVAREZ et al., 2012a; MARAN-
GONI, 2012).

Esse método foi realizado conforme descrito por Marangoni
(2012) e por Heim et al. (2015), com algumas modificacdes. Assim,
0,05 mg de FITC (em tampao PBS 0,01 M, pH 7,5) foram adicionados a
1 mg mL' de WSMoL. O sistema foi incubado (por 1 h, sob agitacéo, a
4 °C, sob o abrigo de luz) e, em seguida, a solu¢do de lectina conjugada
(WSMoL-FITC) foi mantida a 4 °C (sob o abrigo de luz), até o momen-
to da conjugagdo com o material bioldgico.

Para esse processo, foram utilizadas solugdes de PBS contendo
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ovos e/ou larvas de NGI, armazenadas em tubos eppendorf a 4 °C até
o momento do ensaio. Inicialmente, tubos do tipo eppendorf contendo
100 pL da solu¢do com ovos e/ou larvas dos NGI receberam uma so-
lucdo de paraformaldeido a 4 %, em PBS 0,01 M. Os materiais foram
incubados (por 30 min) e, em seguida, foram lavados com PBS, sendo
entdo incubados com 100 pL da solug¢ao de conjugagdo WSMoL-FITC
(por 1 h, com agitagdo a cada 20 min, a 4 °C). Apos incubag¢ao, os ma-
teriais foram novamente lavados com PBS (2x). Em seguida, 40 pL fo-
ram distribuidos em laminas de vidro, os materiais foram cobertos com
laminulas e seguiram para a observacdo em microscopio de fluorescén-
cia (Nikon) com camera digital acoplada. Imagens foram capturadas e
analisadas quanto a localizacdo de ligagdo da WSMoL, com o programa
MOTIC IMAGES PLUS® 2.0. O mesmo procedimento foi realizado
com a solucdo de conjugagdo WSMoL-FITC contendo a lectina inibida

com frutose a 0,2 M.

Analise dos Dados

Os dados do ensaio de eclodibilidade do ovo foram anexados
em Excel para a quantificacao da média de ovos e larvas em estagio L1,
obtida para cada tratamento e repeticdo do ensaio. A percentagem de
ovos nao eclodidos foi analisada no programa SPSS Statistic (versao 20
para Windows®), utilizando o teste de analise de variancia— ANOVA, ¢
pos-teste de Tukey, considerando a significancia de p<0,05. A percen-
tagem de ovos nao eclodidos foi calculada pela formula (%) = (nimero
de ovos/) nimero de ovos + niimero de larvas em L1)*100.

Os dados do ensaio de desenvolvimento larval foram anexados
em Excel para a quantificagdo da média de larvas em estagio L1 e em
estagio L3, obtida para cada tratamento e repeticao do ensaio. A percen-

tagem das larvas ndo desenvolvidas foi analisada no programa SPSS
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Statistic (versdo 20 para Windows®), utilizando o teste de analise de va-
riancia — ANOVA, e pds-teste de Tukey, considerando a significancia de
p<0,05. A percentagem de larvas ndo desenvolvidas foi calculada pela
formula (%) = (nimero de larvas L1/}’ nimero de larvas L1 + numero
de larvas em L.3)*100.

A concentragdo inibitéria (IC50), para ambos os ensaios, foi
calculada utilizando o programa Probit e o Software Statplus Pro 5.9.8
(AnalystSoft, Canada).

A diferenga estatistica entre a atividade de proteases na auséncia
e na presenga da WSMoL foi avaliada pelo teste de ANOVA (p<0,05),
seguido do poés-teste de Tukey (Programa GraphPad Prism® 5.0 para
Windows®).
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CAPITULOV %

DISCUTINDO OS RESULTADOS DO EFEITO ANTI-
-HELMINTICO DA WSMolL

O Ensaio de Eclodibilidade dos Ovos

O teste de eclodibilidade do ovo (TEO) revelou um potencial
anti-helmintico significativo promovido pela WSMoL, referente a acao
de inibir a eclosdao dos ovos para larvas em estagio L1. Foi verificado
um percentual de 40,4 % de ovos ndo eclodidos na maior concentragao
lectinica avaliada (250 ug mL'; p=0,018). Para a menor concentragao
lectinica avaliada (1,95 pg mL™"), houve uma percentagem de ovos nao
eclodidos de 14 % (Figura 4).

Figura 4: Atividade anti-helmintica da WSMoL promovendo inibi¢ao da eclosdo de

ovos de nematoides gastrintestinais de caprinos (p<0,05*). m WSMoL.
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Fonte: Dados do Autor.
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Rio-de Alvarez e colaboradores (2012a) defendem que lectinas
de plantas podem ser utilizadas como uma alternativa eficaz no controle
de NGI de caprinos, reduzindo a utilizacdo de quimicos sintéticos. Es-
sas proteinas interferem positivamente na imunidade do hospedeiro dos
parasitos através da interacdo lectina-hospedeiro, sendo consideradas
como um adjuvante essencial no controle natural pelo hospedeiro dos
NGI (Rios-de Alvarez, 2009).

Rios-de Alvarez (2009) foi quem efetivamente iniciou as pes-
quisas envolvendo a avaliacdo de lectinas puras, isoladas de plantas,
quanto a atividade anti-helmintica em nematoides que habitam o abo-
maso dos animais (H. contortus, T. circumcincta), relatando a auséncia
de estudos, até o ano de 2009, sobre o potencial das lectinas nessa area.
A autora levou em consideragdo a capacidade imunogénica das lectinas
como o principal fator que a incentivou a dar inicio as analises experi-
mentais.

E importante ressaltar que, neste estudo, foi analisada a carga
total de parasitos gastrintestinais de animais naturalmente infectados.
Ou seja, 0 ambiente (pastagem) em que 0s animais se encontravam es-
tava infectado com os parasitos, com consequente infeccdo do hospe-
deiro (obedecendo ao ciclo de vida do parasito).

Levando em consideracdo os cinco ensaios realizados nessa eta-
pa experimental, repetidos em tempos independentes (em quintuplicata,
cada), a concentragdo de 250 pg mL"' da WSMoL foi a que apresentou
um efeito inibitoério significativo (p=0,018) de 40,4% sobre a eclosdo de
ovos de (NGI) (Figura 4).

O efeito anti-helmintico promovido pela WSMoL sobre a eclo-
sdo de ovos de NGI de caprinos foi comparado ao efeito que a mesma

possui na fase de desenvolvimento de larvas e na eclosdo de ovos do
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A. aegypti, verificado por Coelho et al. (2009) e também por Santos e
colaboradores (2012). Foi proposto por Santos e colaboradores (2012)
que a WSMolL interfere no desenvolvimento embriondrio das larvas do
parasito A. aegypti, por penetrar no ovo, havendo uma relacao especifi-
ca e de afinidade da lectina com a composi¢ao do embrido, provocando
sua morte. De fato, os compostos com acao ovicida t€ém capacidade de
interromper o desenvolvimento do embrido, prejudicar a sobrevivéncia
da larva formada dentro do ovo e bloquear o processo de eclosao (GO-
VINDARAJAN & KARUPPANNAN, 2011; SANTOS et al., 2012).

Os autores também destacaram afinidade da lectina WSMoL
pelo polissacarideo de prevaléncia na composi¢do do ovo, a quitina
(uma vez que a WSMoL ¢ quitina-ligante), podendo essa afinidade pro-
mover uma ruptura na estrutura do ovo, com efeitos nocivos, impedin-
do assim a eclosdao (SANTOS et al., 2012).

Diante dos resultados observados neste estudo, alguns aspectos
podem ser sugeridos quanto ao modo de interacdo da WSMoL com os
ovos dos NGI de caprinos, levando a interrup¢ao da eclosao. Os ovos
dos NGI de caprinos também apresentam na sua composi¢ao o polis-
sacarideo quitina, além de compostos lipidicos, proteicos e o vitelo'
(MANSFIELD et al., 1992). Sabe-se que a WSMoL apresenta afinida-
de pelo polissacarideo quitina (SANTOS et al., 2005; COELHO et al.,
2009), caracterizando-se essa afinidade como um aspecto importante
para a formulacdo de um possivel mecanismo de interacdo da WSMoL

com os ovos dos NGI (Figura 5).

1. Vitelo: é uma reserva de nutrientes existente nas células dos ovos, servindo como
alimento para o embrido.
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Figura 5: Esquema do possivel mecanismo de agdo da WSMoL, sugerido pelos auto-

res, sobre a eclosdo de ovos de nematoides gastrintestinais de caprinos.

WSMolL

Interagdo a
casca do ovo

Inibicdo da
\ Blogueio de eclosdo
enzimas

Fonte: Dados do Autor.

A afinidade da biomolécula por constituintes moleculares do
ovo pode desencadear uma agao interferente em sua composi¢ao, pro-
vocando desequilibrio funcional na parte espessa do ovo, bem como
na parte interna, acarretando parada no desenvolvimento do embrido
(NERY et al., 2009; FERREIRA et al., 2009; ABREU et al., 2014).

Além das possiveis interferéncias sugeridas, como a a¢ao da lec-
tina sobre carboidratos da composi¢dao do ovo, a lectina também pode
vir a se ligar a lipoproteinas da membrana do ovo, acarretando pro-
blemas na permeabilidade e equilibrio osmotico, e promovendo efeitos
nocivos ao desenvolvimento do embrido (VARGAS-MAGANA et al.,
2014).

Molan e colaboradores (2002) sugeriram que enzimas (ami-
nopeptidases, lipases, metaloproteases, quitinases, -glicosidases) en-
volvidas no processo natural de degradacao da casca do ovo, bem como

no desenvolvimento do embrido, na fase de eclosdo, podem ser inibidas
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pelos compostos de plantas com agdo anti-helmintica. Essa inibi¢ao
promoveria uma completa parada no processo de eclosdo, além da con-
sequente inviabilidade do nematoide.

Hé também enzimas do tipo peptidases envolvidas na embrio-
génese, atuando como mediadores de sinalizagdo durante esse proces-
s0. Se ocorrer uma ligacao do tipo competitiva da lectina nos receptores
associados a essa sinaliza¢do, pode resultar em uma parada ou em um
retardo no desenvolvimento do embrido (CRAIG et al., 2007), o que
geralmente acontece na fase de blastula (NERY et al., 2009).

Em um estudo realizado com o extrato aquoso das folhas de
M. oleifera, avaliando o efeito sobre a eclosdo de ovos de nematoides
recuperados de ovinos, foi verificada uma inibi¢ao de 57 % da eclosdo.
Nesse mesmo estudo, verificou-se também que o extrato aquoso inter-
rompeu a migracao de larvas dos NGI, mostrando que o composto ana-
lisado interferiu na motilidade da larva, promovendo disfungdo motora
e até a morte. Os autores atribuiram esse efeito a presenca de metabdli-
tos com propriedades antiparasitarias, como os taninos, os terpenos, os
flavonoides e as lectinas (ABREU et al., 2014).

A espécie M. oleifera apresenta metabolitos secundarios de di-
versos tipos, como alcaloides, flavonoides, esteroides, terpenoides, sa-
poninas, taninos e antraquinonas (FAHEY, 2005; MARTIN et al., 2013;
YADAV et al., 2013), bem como metabolitos do tipo lectinas e inibido-
res de proteases (SANTOS et al., 2005; KATRE et al., 2008; SANTOS
et al., 2009; PONTUAL et al., 2014).

Salles e colaboradores (2014) demonstraram que fragdes protei-
cas de sementes de M. oleifera apresentam efeito ovicida sobre NGI de
ovinos, por conter moléculas que interferem no ciclo de vida do nema-
toide, podendo interromper o desenvolvimento embriondrio, interferir

na sobrevivéncia da larva dentro do ovo e/ou bloquear a eclosdo. Os
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autores sugeriram também que a molécula presente na fragao formula-
da, com ag¢do ovicida, tratava-se de uma proteina soluvel em adgua e que
poderia se tratar da mesma proteina ja avaliada com acdo ovicida e lar-
vicida contra A. aegypti por Coelho e colaboradores (2009) e também
por Santos e colaboradores (2012) (SALLES et al., 2014).

A eclodibilidade dos ovos também foi verificada com a WSMoL
inibida; o intuito foi o de se verificar o envolvimento da especificidade
de seus sitios de ligagdo a carboidratos na agdo anti-helmintica da lecti-
na sobre os ovos dos NGI. A percentagem de ovos nao eclodidos foi re-
duzida significativamente; a lectina inibida com o carboidrato diminuiu

o seu potencial anti-helmintico especifico em torno de 33 % (Figura 6).

Figura 6: Efeito ovicida da WSMoL, na presenca do inibidor frutose, sobre ovos de
nematoides gastrintestinais de caprinos (p<0,05*). m WSMoL; o WSMoL inibida

com 0,2 M de frutose.
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Fonte: Dados do Autor.

58



Rios-de Alvarez e colaboradores (2012a) observaram também
uma significativa redugdo na especificidade da lectina PHA-E3L em
atuar como inibidora da eclosdo de ovos de NGI na presenca de carboi-
dratos inibidores da atividade especifica da lectina. Houve uma redu¢ao
na sobrevida de larvas de H. contortus in vitro, justificada pela especi-
ficidade da lectina a carboidratos presentes nas larvas e/ou pela reorga-
nizacdo molecular dependente de carboidratos, promovendo disfuncao
no nematoide.

Quando se faz uma sobreposi¢ao dos resultados obtidos no que
diz respeito as percentagens de ovos nio eclodidos, acarretados pela
WSMoL livre e pela WSMoL inibida, torna-se mais evidente a perda
funcional da biomolécula sobre a eclosdo dos ovos desses nematoides
(Figura 6), deixando claro que a funcionalidade anti-helmintica da WS-
MoL sobre a eclodibilidade dos ovos de NGI de caprinos esta direta-
mente relacionada ao(s) sitio(s) de interacao da lectina ao carboidrato
inibidor utilizado, no caso, a frutose.

Santos e colaboradores (2005) e também Aratijo e colabora-
dores (2013) verificaram a especificidade da WSMoL em relacido ao
carboidrato frutose, o qual promove uma diminui¢ao da atividade he-
maglutinante especifica’ da lectina, comprovando a especificidade da
WSMoL por frutose. A respeito dos dominios de reconhecimento a car-
boidratos da WSMoL, sabe-se pouco; a lectina possui a sua atividade
hemaglutinante especifica reduzida na presenca de frutose (0,2 M) e
da glicoproteina tiroglobulina (0,5 mg mL") (SANTOS, et al., 2005;
ARAUIJO et al., 2013).

2. A atividade hemaglutinante especifica (AHE) da lectina ¢ determinada pela divisao
do titulo de atividade hemaglutinante pela concentragao proteica da solugdo da lecti-
na: AH/concentracdo (mg/mL).
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O Ensaio de Desenvolvimento Larval

A WSMoL apresentou efeito anti-helmintico sobre as larvas de
NGI de caprinos, dado significativo para as concentragdes de 250, 125
e 62,5 ug mL! (p<0,01). A lectina promoveu uma agao inibitdria no
desenvolvimento de larvas em estagio L1 para o estagio L3, com per-
centuais de 55,8, 63,8 ¢ 62,5 %, respectivamente (Figura 7).

Figura 7: Atividade anti-helmintica da WSMoL promovendo inibi¢do do desenvol-
vimento de larvas de nematoides gastrintestinais de caprinos, do estagio larval L1 ao

L3 (p<0,01*). m WSMoL
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Fonte: Dados do Autor.

Em relagdo a agao interferente da WSMoL no desenvolvimento

de larvas, Coelho e colaboradores (2009) verificaram a especificidade
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da WSMoL sobre larvas de A. aegypti, mostrando que a lectina interfe-
riu negativamente em seu desenvolvimento e promoveu uma mortali-
dade efetiva de 80 %, a uma concentragao de 0,23 mg mL"'. No estudo,
foram verificadas alteragdes morfologicas no intestino das larvas, agao
justificada pela capacidade da lectina em provocar desequilibrio tan-
to enzimatico, como em receptores de células intestinais. Os autores
afirmaram que a estrutura nativa da WSMoL ¢ de extrema importancia
para garantir a sua especificidade larvicida, bem como a sua afinidade a
carboidratos, como a quitina (COELHO et al., 2009).

Ferreira e colaboradores (2009) demonstraram a atividade lar-

vicida sobre A. aegypti, de fracdo obtida a partir de sementes de M.
oleifera, promovendo uma mortalidade de 99 % das larvas (na concen-
tracdo de 5200 pg mL"); a amostra ndo impediu a eclosdo dos ovos,
mas impediu que as larvas em estagio L1 sobrevivessem apos a eclosao,
sugerindo-se que o efeito foi ocasionado pela presenca de proteina na
fracao testada.
Agra-Neto e colaboradores (2014) observaram que a WSMoL promo-
veu um efeito larvicida em A. aegypti em estagio L4 (51,6 %), com uma
concentragdo letal (LC50) de 0,197 mg mL"!, similar aos resultados ob-
tidos por Coelho e colaboradores (2009).

Abreu e colaboradores (2014), por sua vez, sugeriram que O
efeito anti-helmintico promovido pelo extrato de folhas de M. oleifera
em seus estudos se deu pela interacdo de compostos com glicoproteinas
presentes na cuticula das larvas, matando-as.

Nesse estudo, a concentragdo inibitoria (IC50) da WSMoL so-
bre o desenvolvimento das larvas de NGI foi de 78,22 ug mL"', ndo
havendo uma correlagdao, em temos de concentracao lectinica, com os
dados encontrados pelos estudos realizados com larvas de 4. aegypti.

A maior percentagem de larvas ndo desenvolvidas (63,8 %; p=0,001)
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foi verificada na concentragao de 125 pg mL! da lectina (Figura 7). Ja
nas concentragoes de 250 ug mL"' e 62,5 ng mL!, foi observada uma
percentagem de larvas nao desenvolvidas de 62 % (p=0,002) e 55,8 %
(p=0,008), respectivamente.

Hoste e colaboradores (2006) realizaram um levantamento de
bioativos de plantas com propriedades anti-helminticas, e verificaram
que a maioria dos trabalhos cita uma relacdo de dose dependéncia na
acao promovida pelos compostos estudados; porém, a maioria dos tra-
balhos relata os taninos condensados como os responsaveis pelo efeito
acarretado ao nematoide.

Rios-de Alvarez e colaboradores (2009) afirmaram ndo haver
estudos, até o ano de 2009, com lectinas apresentando acdo anti-hel-
mintica sobre larvas de NGI de pequenos ruminantes. Mesmo assim,
a maioria dos trabalhos que verificaram, ao longo dos anos, a acao de
produtos naturais com agdo anti-helmintica em pequenos ruminantes
destacou que, provavelmente, ¢ a presenga de taninos e/ou proteinas
que desencadeia tal efeito (NERY et al., 2009; 2010; HOSTE, et al.,
2006; 2011; 2012; CARVALHO, 2012; ABREU, 2014).

Os mecanismos de agdo evidenciados por esses estudos suge-
rem que o composto quimico com acdo anti-helmintica interage com
proteinas e receptores presentes na cuticula da larva, bem como em
células intestinais (com glicanos nelas presentes), alterando proprieda-
des fisicas e quimicas desses receptores, e deixando sua funcionalidade
bioquimica comprometida (HOSTE et al., 2006; NERY et al., 2010;
CARVALHO etal., 2012; ABREU et al., 2014; HEIM et al., 2015).

A cuticula das larvas ¢ formada essencialmente por colageno
rico em prolina e hidroxiprolina (aminoacidos que conferem resistén-
cia/dureza) (HOSTE et al., 2006; CRAIG et al., 2007). Cavidade bu-

cal, vulva, cloaca e es6fago sdo regides funcionais em nematoides, que
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também apresentam receptores responsaveis pelo reconhecimento de
carboidratos (TOBATA-KUDO et al., 2005; HOSTE et al., 2006; RIO-
S-DE ALVAREZ, 2009).

Nos estagios de desenvolvimento larval de NGI (L1 — L3), ha
um espessamento natural da cuticula. Em larvas no estagio L3, essa
cuticula se torna mais espessa, conferindo a larva uma resisténcia fisica
e molecular durante o processo de infec¢ao do hospedeiro; dessa for-
ma, compostos que interfiram na composi¢ado da cuticula de nematoides
podem oferecer promissoras evidéncias na busca de agentes com acao
nematicida (GRAIG et al., 2007).

Coles e colaboradores (2006) afirmaram que o uso de proteinas
do tipo lectinas no controle de NGI podera vir a auxiliar nas estratégias
de controle, visto que ha um indice crescente da resisténcia aos anti-hel-
minticos sintéticos.

Rios-de Alvarez e colaboradores (2012a), por seu turno, carac-
terizaram a acdo da lectina WGA sobre larvas de Teladorsagia circum-
cincta e verificaram que a lectina interferiu na integridade da cuticula
da larva, ocasionando danos com consequente parada do desenvolvi-
mento larval.

Heim e colaboradores (2015) analisaram o efeito promovido
por lectinas isoladas de fungos (CGL2, MOA, AAL, CCL2 e CGL3)
sobre o desenvolvimento de larvas de H. contortus in vitro. Os autores
verificaram que 1 pg mL"! das lectinas CGL2, AAL ¢ MOA foi capaz
de promover uma inibi¢do do desenvolvimento das larvas em 72 %
(p=0,016), 88 % (p=0,004) e 50 % (p=0,014), respectivamente; a lecti-
na CCL2, na concentrag@o de 40 ug mL"!, promoveu 95 % de inibigao
(p<0,001), havendo, para todas as lectinas, uma relacao de dose depen-
déncia.

Para tal efeito anti-helmintico de lectinas fungicas, foi sugerido
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que as lectinas analisadas apresentam mecanismos diferenciados quan-
to a sua atuagdo nos nematoides; sugeriu-se que ha uma relacdo com a
superficie dos nematoides, capaz de promover um efeito larvistatico, e
uma disfungao bioldgica na larva (reabsor¢ao de nutrientes), pela asso-
ciacdo das lectinas com células intestinais ricas em glicanos, havendo a
parada do desenvolvimento larval no estagio L1 (HEIM et al., 2015).

Foi identificada na espécie H. contortus a presenca de enzimas
intracelulares ligadas a agdo detoxificante, associadas ao aumento de
CYP450° (LAING et al., 2013). Dessa forma, a auséncia de lipofilicida-
de da WSMoL pode ser uma vantagem funcional, a respeito da acao an-
ti-xenobiotica sobre moléculas lipofilicas ja relatada em NGI (LAING
et al., 2010).

Em experimentos in vivo, Rios-de Alvarez (2009) observou que
houve uma reducao da carga parasitaria que habita o abomaso de ovinos
quando administrados metabolitos secundarios de plantas ao animal,
nao havendo, no entanto, acdo interferente em larvas no estagio L4 e
na fase adulta, evidenciando, assim, a utilizacdo promissora de lectinas
contra NGI de ruminantes. Lectinas resistentes as mudangas ocasio-
nadas no ramen do animal, bem como no abomaso e no intestino, sdo
Otimas candidatas para serem avaliadas em estudos in vivo no que diz
respeito a agdo contra nematoides nessas regides do corpo do hospedei-
ro (Rios-de Alvarez, 2009).

A farinha das sementes de M. oleifera ja foi utilizada como
suplemento na alimentagdo de ovinos, havendo relato de melhora
na fermentacdo no rumen, sem promover alteracdes no processo de
digestdo (BEN SALEM & MAKKAR, 2009).

E importante discriminar as caracteristicas valiosas da WSMoL

3. CYP450: citocromo P450 sdo enzimas diversificadas, associadas ao metabolismo
de xenobidticos com caracteristicas lipofilicas.
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quanto aos aspectos de possivel atuagdo in vivo. A WSMoL resiste e
tem uma boa funcionalidade em pH acido (SANTOS, et al., 2005), o
que auxiliaria a acdo no trato intestinal de pequenos ruminantes, em
especial no abomaso (em que o pH se mantém em torno de 3,5). A
lectina ndo apresenta toxicidade em testes como o de Ames/Kado,
em células de mamifero e em anélises de hemolise (ARAUJO et al.,
2009). Além disso, a WSMoL se caracteriza por sua solubilidade em
meio aquoso (SANTOS, et al., 2005) e pela padronizagdo para a sua
obteng¢do (cromatografia de afinidade em quitina). Tais caracteristicas
tornam a WSMoL promissora para futuras analises a fim de se verificar
seu efeito sobre a carga parasitaria em pequenos ruminantes in vivo.

Diante do exposto, 0 mecanismo de acdo da WSMoL sobre o

desenvolvimento de larvas de NGI de caprinos foi sugerido (Figura 8):

Figura 8: Esquema do possivel mecanismo de acdo da WSMoL, sugerido pelos auto-

res, sobre o desenvolvimento de larvas de nematoides gastrintestinais de caprinos.

Danos a
cuticula Cuticula

Boca N I r_ __________________ 2 x

_Recep'tor.es Larva L3
intestinais

Fonte: Dados do Autor.

A lectina inibida com o carboidrato frutose (a 0,2 M) perdeu a
sua especificidade de acao sobre as larvas de NGI, havendo uma dimi-
nuicao no percentual de larvas nao desenvolvidas. Portanto, na presen-
¢a do inibidor frutose, a WSMoL diminuiu drasticamente a sua agao

anti-helmintica em torno de 48,4 %, comparando-se ao valor do maior
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efeito inibitdrio provocado pela lectina livre (64 %) (Figura 9).
Tobata-Kudo e colaboradores (2005) associaram a desordem no

funcionamento de nematoides da espécie Strongyloides rattia especifi-

cidade de lectinas por carboidratos presentes em receptores terminais e

na cuticula dos parasitos.

Figura 9: Inibigdo da atividade anti-helmintica da WSMoL, na presenga do inibidor
frutose, sobre larvas de nematoides gastrintestinais de caprinos (p<0,05%). m WS-

MoL; o WSMoL inibida com 0,2 M de frutose.
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Fonte: Dados do Autor.
Os resultados obtidos em relagdo ao efeito do inibidor (frutose)

sobre a a¢do anti-helmintica de WSMoL em larvas corrobora os dados

encontrados por Rios-de Alvarez (2009), sugerindo que a agdo anti-
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-helmintica da lectina analisada esta associada, de forma direta, a sua

afinidade por carboidratos especificos.

Atividade de Proteases e de Tripsina

A dosagem de proteinas realizada pelo método de Bradford

(1976) mostrou que, no sobrenadante inicial obtido a partir dos NGI,
havia 0,070 mg mL! (proteinas secretadas) e, no extrato obtido a partir
da maceracdo e centrifugacdo das larvas dos nematoides, havia 0,160
mg mL"! de proteinas totais (proteinas ndo secretadas). Assim, a quan-
tidade de proteina por amostra foi definida (21 pg em 300 pL de sobre-
nadante inicial; 48 pg em 300 pL de extrato de larvas).
A atividade de proteases foi determinada com o uso do substrato azoca-
seina e com a liberacao de peptideos menores com o uso do acido triclo-
roacético. A atividade de proteases no sobrenadante dos NGI (proteinas
secretadas) foi quantificada em 307,14 U/mg; a atividade de proteases
no extrato de larvas dos NGI (proteinas ndo secretadas) foi quantificada
em 273 U/mg.

Na presengca da WSMoL, a atividade das proteases secretadas
pelos nematoides sofreu alteragdes (p<0,05; 1031 U/mg), aumentando
de forma significativa (Figura 10). Por outro lado, as proteases ndo se-
cretadas (presentes no extrato de larvas) ndo sofreram alteragdes signi-
ficativas na presenga da WSMoL (p>0,05; 197 U/mg):

Figura 10: Atividade de proteases de nematoides gastrintestinais de caprinos na pre-
senga da lectina WSMoL. Atividade de proteases secretadas (S) e de proteases ndo
secretadas (E) na auséncia ou presenga da WSMoL na concentragdo de 50 pg mL™!

(p<0.05%).
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Fonte: Dados do Autor.

Agra-Neto e colaboradores (2014) analisaram a resisténcia
da WSMoL frente a ag¢do proteolitica de proteases liberadas por lar-
vas de A. aegypti e observaram que a lectina apresenta resisténcia a
acdo proteolitica, bem como apresenta agdo interferente em enzimas
digestivas.

Proteases do tipo metalopeptidases, serino-peptidases e cis-
teino-peptidases sdo essenciais no processo de desenvolvimento da
cuticula da larva, ou no processo de muda; portanto, agentes que apre-
sentem resisténcia a essas proteases podem ser bons agentes anti-hel-
minticos (RUIZ et al., 2003; HOSTE et al., 2006; GRAIG et al., 2007).
De acordo com o que foi observado neste estudo, a WSMoL nao alterou
a acao proteolitica de proteases ndo secretadas (E+WSMoL) dos NGI
de caprinos (p>0,05) (Figura 10); a WSMoL nao interferiu de forma
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significativa na atividade dessas enzimas.

Outro fator de relevancia para se explicar a agdo nociva dos
NGI ao hospedeiro € a produgdo e secrecdo de proteases envolvidas no
processo de infeccdo do hospedeiro e nas funcionalidades bioquimicas
durante o processo de desenvolvimento larval (do estagio L1 ao L3)
(KARANU et al., 1993; 1997; MULEKE et al., 2006; CRAIG et al.,
2007; SALLES et al., 2014).

Apesar de ndo terem sido determinados quais tipos de protea-
ses estavam presentes nas amostras obtidas a partir dos nematoides,
cisteino-proteases foram relatadas como sendo as de maior prevaléncia
(na excrecgdo e secre¢do) em nematoides da espécie H. contortus (KA-
RANU et al., 1997), havendo, para a sua expressao, uma associagao de
multigenes (mais de 10 membros na familia) (KARANU et al., 1997).

As proteases dos tipos metaloproteases e cisteino-proteases,
além de estarem envolvidas em processos funcionais nos nematoides,
estdo correlacionadas a digestdo da hemoglobina (como a catepsina B,
gene cbl) e a atividade anticoagulante (LAING et al., 2013).

A WSMoL ocasionou, neste estudo, um aumento da atividade
enzimatica do total de proteases secretadas pelos NGI de caprinos, pro-
vavelmente por aumentar a afinidade das proteases secretadas aos seus
substratos (MACEDO et al., 2007).

Mudangas envolvendo a diminui¢do ou o aumento na ativida-
de de enzimas também podem provocar uma desordem funcional nos
nematoides (KARANU et al., 1993; 1997; AGRA-NETO et al., 2014).
Dessa forma, provavelmente, hd uma relacao entre a capacidade anti-
helmintica da WSMoL, durante o processo de desenvolvimento larval,
e as proteases secretadas pelos nematoides. Uma evidéncia para isso €
o estudo realizado com fragdes formuladas a partir das sementes de M.

oleifera, as quais promoveram acao interferente em cisteino-proteases
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do tipo catepsina B, obtidas comercialmente (BIJINA et al., 2011).

A atividade de tripsina no extrato das larvas (proteinas ndo se-
cretadas) foi quantificada em 0,845 mU/mg, j& a atividade de tripsina
no sobrenadante inicial (proteinas secretadas) foi quantificada em 0,345
mU/mg, revelando baixa atividade enzimatica (Figura 11).

Na presenga da WSMoL (15 uL; 75 pg mL"), a atividade de
tripsina no extrato das larvas diminuiu bruscamente (0,035 mU/mg);
porém, esse efeito ndo foi significativo (p>0,05) (Figura 11). Na presen-
¢a da WSMoL (na maior concentragdo avaliada, 30 uL; 150 pg mL"), a
atividade de tripsina no sobrenadante obtido dos nematoides foi aumen-
tada (0,87 mU/mL). No entanto, o efeito também nao foi significativo
(p>0,05) (Figura 11):

Figura 11: Atividade de tripsina de nematoides gastrintestinais de caprinos na pre-
senca da WSMoL. Atividade de tripsina secretada (S) e de tripsina ndo secretada

E) na auséncia ou presenga da WSMoL nas concentragdes de 75 ug mL ! e 150
p ng ug

mL™, respectivamente (p>0.05).

1,200

1,000+

0,800

0,600+

0,400

Atividade de tripsina (mUimg)

0,200+

MMAINN
AN\

]
1 T
S+75 S+150 E E+75 E+150

0,000

w

Fonte: Dados do Autor.
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A atividade de tripsina no sobrenadante (proteinas secretadas) e
no extrato das larvas (proteinas ndo secretadas) de NGI de caprinos foi
quantificada com o propdsito de se verificar sua interferéncia sobre a
acao anti-helmintica da WSMoL.

Esses resultados dos ensaios enzimaticos corroboram a possivel
atuacdo especifica da WSMoL sobre o desenvolvimento larval, ja que
sua provavel atuacdo se concentra em células do epitélio intestinal dos
nematoides.

Em larvas de insetos, a WSMoL mostrou efeito interferente na
atividade de enzimas digestivas, havendo um aumento da atividade pro-
teolitica, degradando proteinas de importancia bioldgica e morfologica
(COELHO et al., 2009). Tal interferéncia funcional foi associada a mor-
te das larvas de 4. aegypti (AGRA-NETO et al., 2014).

Bijina e colaboradores (2011) observaram que as sementes de
M. oleifera sao fontes de inibidores de proteases, especialmente do tipo
tripsina (EC 3.4.21.4) e quimotripsina (EC 3.4.21.1), sendo essa ativi-
dade inibidora associada a presenca de proteinas nas sementes. Nesse
estudo, também foi observada uma diminui¢ao moderada da atividade
de tripsina ndo secretada de NGI na presenga da WSMoL (Figura 11),
mesmo o resultado ndo sendo considerado significativo, do ponto de

vista estatistico.

Investigacio da Localizacao da WSMoL Conjugada a
FITC sobre Ovos e Larvas

As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia de NGI de
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caprinos, nas fases de ovo e de larva, tratados com 1 mg mL' de WS-
MoL conjugada a FITC (durante 1 h de incubacdo), estdo apresentadas
nas figuras 12 e 13, respectivamente.

Houve claramente a marcagao fluorescente do contetido embrio-
nario do ovo tratado com a WSMoL conjugada a FITC (Figura 12d).
Houve também marcacdo fluorescente de nematoide em estdgio final
de desenvolvimento embrionario para gerar L1, a qual esta em periodo
de pré-eclosdo do ovo (Figura 12f). Os resultados obtidos nesse ensaio
biologico revelaram que a WSMoL conjugada a FITC possui afinidade
por estruturas moleculares constituintes do material embrionario pre-
sente no ovo.

Os nematoides em fase de larva, tratados com a WSMoL con-
jugada a FITC, apresentaram marcacao fluorescente em toda a massa
corporal da larva (Figura 13d). Houve marcagdo de fragmentos de nao
interesse, devido a presenca de artefatos* e vestigios de WSMoL-FI-
TC, apds a lavagem com PBS (realizada para a retirada do excesso
do complexo WSMoL-FITC) (Figura 13d). Houve também a marcagao
fluorescente de larva em processo de eclosdo do ovo, apresentando todo
o conteudo corporal marcado por WSMoL-FITC (Figura 13f). Os re-
sultados obtidos revelaram que a WSMoL também apresenta afinidade
por estruturas moleculares presentes ao longo da estrutura corporal da
larva, possivelmente residuos de carboidratos presentes em glicoconju-

gados.

4. Artefatos: material bioldgico ou ndo pertencente a pega analisada durante um expe-
rimento, ndo possuindo interesse significativo para o objetivo do experimento.
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Figura 12: Microscopia de fluorescéncia de nematoides gastrintestinais de caprinos
na fase de ovo, incubados por 1 h com WSMoL (1 mg mL™") conjugada a FITC (au-
mento de 40x). (a) e (b): controle negativo; (c) e (d): material embrionario marcado

com WSMoL conjugada a FITC; (e) e (f): nematoide em estagio final de desenvol-
vimento embrionario para gerar L1, antes da eclosdo do ovo, marcado com WSMoL

conjugada a FITC.

-

Fonte: Dados do Autor.

Figura 13: Microscopia de fluorescéncia de nematoides gastrintestinais de caprinos
na fase de larva, incubados por 1 h com WSMoL (1 mg mL") conjugada a FITC
(aumento de 40x e 10x). (a) e (b): controle negativo; (c) e (d): larva marcada com

WSMoL conjugada a FITC; (e) e (f): larva eclodindo do ovo, marcada com WSMoL

conjugada a FITC.

Fonte: Dados do Autor.
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Sensores quimicos presentes em nematoides estdo envolvidos
funcionalmente a um fator promotor, no processo de infec¢do, ja no
hospedeiro (essa capacidade promotora ¢ estabelecida em fun¢do do
estado de equilibrio do nematoide relacionado ao seu habitat no hos-
pedeiro, em que precisa reconhecer condigdes quimicas no ambiente
para garantir a sua sobrevivéncia). Estudos realizados com as espécies
de Caenorhabditis elegans, Panagrellus redivius e Stronyloides ratti
evidenciaram que, quando esses nematoides sdo tratados com enzimas
ou glicoproteinas/lectinas (Con A, WGA e SBA), ocorre uma disso-
ciagao/desequilibrio funcional de receptores quimicos envolvidos nesse
processo de estabilizagdo da infec¢do. Ha, portanto, uma perda quase
completa da fungdo desses receptores, com consequente auséncia de
infec¢do pelos nematoides. Essa agdo/resposta quimiocinética é ava-
liada, principalmente, pela motilidade, bem como pelos aspectos mor-
fologicos do nematoide, utilizando diferentes técnicas de microscopia
(ZUCKERMAN & JANSSON, 1984; TOBATA-KUDO et al., 2005).

No caso das lectinas, que se ligam de forma especifica a carboi-
dratos, quando em contato com nematoides, promovem um bloqueio de
acucares terminais presentes na cuticula desses ultimos, bem como em
receptores de membrana, na por¢ao labial e em regides neuronais (do
tipo amphids - estudo ainda pouco elucidado). Essa acdo impossibili-
ta o processo infectante, ja no hospedeiro, promovido pelas larvas em
estagio L3, podendo haver uma desordem funcional no nematoide com
consequente confusdo motora (ZUCKERMAN & JANSSON, 1984;
TOBATA-KUDO et al., 2005). Tal mecanismo explica uma possivel
parada no desenvolvimento das larvas, principalmente para o estagio
infectante, ou seja, o L3; o mecanismo também valida a presenca de
carboidratos na constitui¢do desses receptores, os quais tém papel im-

portante para a acao lectinica.
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Heim e colaboradores (2015) verificaram, através de marcagao
fluorescente, que lectinas isoladas de fungos (MOA, AAL, CGL2 E
CCL2) apresentaram afinidade a células da microvilosidade intestinal
em nematoides da espécie H. contortus. Essa afinidade foi adquirida
pela provavel presenca de glicanos, de formas moleculares especificas a
ligagdo das lectinas testadas, em células do trato intestinal do nematoi-
de, sendo essas moléculas caracterizadas como epitopos com glicanos.

Apesar da falta de relatos sobre a existéncia desses epitopos em
H. contortus, acredita-se que a espécie Caenorhabditis elegans traz ca-
racteristicas genéticas e morfoldgicas semelhantes ao H. contortus, ser-
vindo como modelo experimental para tais estudos (HEIM et al., 2015).

Outro fator de relevancia quanto a relagdo da lectina com os
nematoides € a genética; expressao génica. O processo de desenvolvi-
mento dos nematoides até a fase adulta baseia-se diretamente na regu-
lacdo e expressdo de mais de 11 mil genes, os quais estdo envolvidos
em diferentes formas de estratégia de sobrevivéncia, no processo de
infec¢do do hospedeiro. A principio, essa expressao de genes esta asso-
ciada a sintese de proteinas com agdo proteolitica, ao metabolismo de
carboidratos, a formagao da cuticula, a neurotransmissores € a secre¢ao
de proteinas (LAING et al., 2013; SCHWARZ et al., 2013).

Na transicao do ovo para o estagio larval L1, hd a expressdo de
mais genes envolvidos com o desenvolvimento muscular e motilidade,
desenvolvimento embrionario, replicagdo do DNA e organizagdo cro-
mossomica. J& na transi¢ao do estagio larval L1 para o L3, ha incremen-
to génico relacionado ao metabolismo de carboidratos e a formagao do
complexo miosina e atividade motora (LAING et al., 2013; SCHWARZ
et al., 2013). A WSMoL pode vir a interferir nessas mudancas de ex-

pressdo génica, contribuindo para o efeito anti-helmintico.
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CONSIDERACOES W

FINALS REFERENCIAS

A bioprospec¢do de produtos naturais continua exercendo um
papel fundamental na descoberta de compostos quimicos de interesse
biotecnoldgico. O arsenal desses compostos ¢ uma realidade refletida
pela grande contribuicao das pesquisas basicas e aplicadas desenvolvi-

das pelas institui¢des de ensino superior do Pais.

As lectinas de origem vegetal sdo um grande exemplo de pro-
teinas biologicamente ativas que sdo estudadas extensamente com uma
diversidade de aplicacdes. A lectina soltivel em dgua isolada das semen-
tes de Moringa oleifera, denominada de WSMoL, apresentou efeito ne-

maticida significativo nos ensaios realizados neste estudo.

A eclosao dos ovos foi interrompida provavelmente pela asso-
ciagdo da lectina aos componentes embrionarios e as enzimas envolvi-
das no processo de eclosdao. A composi¢ao dos ovos (com a presenca de
quitina) pode ter refletido nesse efeito, uma vez que a lectina utilizada

no estudo apresenta afinidade ao polimero de N-acetil-glicosamina.

A lectina também interferiu no desenvolvimento das larvas do
estagio L1 para o L3, havendo afinidade da lectina pelo conteudo cor-
poral das larvas, provavelmente por interagir com os componentes da

cuticula do nematoide (rica em coldgeno e glicoproteinas).

Os dados apresentados indicam a importancia da continuidade
dos estudos envolvendo lectinas com efeitos nocivos aos nematoides
que acomentem pequenos ruminantes. Sabe-se que mundialmente ha a
crescente triagem de compostos naturais com efeito anti-helmintico, e
que o objetivo de alcancar alternativas viaveis ao uso de quimicos sin-

téticos como anti-helminticos deve ser mantido.
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Pesquisas voltadas para a prospeccao de produ-
tos de origem natural sdao de grande interesse de-
vido a crescente necessidade de se desenvolver
novos medicamentos, com maior eficacia e com
menos efeitos colaterais, comparados aos farma-
cos atualmente disponiveis. A despeito da impor-
tancia do potencial de moléculas bioativas isola-
das de vegetais, o uso de modelos experimentais
in vitro se torna extremamente necessario para
elucidar mecanismos envolvidos na atividade
biologica exercida, sendo vital para a descober-
ta de novas moléculas com atividades promisso-
ras contra doencas humanas e de animais. Nessa
obra, vocé encontrara dados e discussoes a res-
peito da acao nematicida de uma proteina, do
tipo lectina (denominada WSMol), purificada de
sementes da espécie Moringa oleifera, através de
ensaios in vitro com ovos e larvas recuperadas de
pequenos ruminantes naturalmente infectados.
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