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RESUMO

Haemonchus contortus, principal helminto endoparasita de caprinos e ovinos, é uma espécie
de alta patogenicidade que tem apresentado resisténcia multipla a diversas classes de drogas
anti-helminticas. Frente a limitacdo de controles quimicos eficazes, tem-se estimulado a busca
por novas opgOes de tratamento. Em funcdo de seus potenciais terapéuticos, eficiéncia e
especificidade, os peptideos destacam-se na area de pesquisas que visam a producdo de
biofarmacos. Investigacbes de algumas espécies vegetais tém revelado interessantes
potencialidades nematicidas. Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) é uma espécie vegetal
conhecida por suas diferentes propriedades farmacoldgicas, cujos efeitos anti-helminticos
foram recentemente reportados. O objetivo do presente estudo consistiu em identificar
compostos de natureza proteica presentes em sementes de moringa, ativos contra o0 parasita
gastrintestinal H. contortus. Apds obtencdo de um extrato proteico que exibiu potente
atividade ovicida (96 + 0,8%), etapas de separagdes por membranas (cut off 12 e 2 kDa)
mostraram que o efeito observado era devido, exclusivamente, a moléculas de baixa massa
molecular (< 12 kDa), sendo essas, tanto de origem proteica como ndo proteica. A fracéo
proteica dotada de atividade ovicida foi capaz de inibir em 82 + 1% a taxa de eclosdo de ovos
de H. contortus e apresentou-se como banda Unica, de massa molecular aparente de 6,5 kDa
sob condi¢cdes redutoras. Além da acdo ovicida, os peptideos também apresentaram forte
efeito floculante in vitro e foram altamente resistentes a proteolise permanecendo ativos
mesmo apo0s 24 horas de digestdo com pronase E. Atuacdo como inibidores de proteases
também foi atribuida ao acervo funcional das moléculas. Atividade antipapainasica (99 +
0,2%) e antitripsinica (41 £ 11%) foram alcancadas utilizando-se 50 e 100 ug de proteinas,
respectivamente. A determinacdo de uma EC90 para atividade floculante (0,812 ug) cerca de
250 vezes menor do que a EC90 para atividade ovicida (202,3 pg) foi um resultado relevante,
uma vez que, a existéncia de correlacdo positiva entre as diferentes atividades possibilitou o
uso do teste de floculacdo como forma alternativa de detectar a presenca dos peptideos
ovicidas ao longo das etapas de purificacdo. A eluicdo da fracdo ativa através de
cromatografia em matriz de troca iGnica permitiu a separacdo da mesma em moléculas
distintas obtidas através de variacdes de gradiente ibnico. Assim, a fracdo ativa inicial
mostrou ser, na verdade, uma mistura de peptideos com pelo menos quatro isoformas
moleculares que exibiram massas semelhantes em torno de 6,5 kDa, distribuidas por SDS-
PAGE, e com elevado grau de pureza detectado por HPLC. Analises espectroscopicas
revelaram ainda que trés das isoformas obtidas possuem espectros de CD com minimos e
maximos tipicos de arranjos desordenados (70% de estruturas aleatorias), enquanto que a
quarta isoforma encontrada apresentou padrédo conformacional distinto, exibindo arranjos em
alfa hélice como conteddo dominante (69%), porém com ocorréncia de estruturas nao
ordenadas bastante representativas (31%). Quanto ao modo de acdo, observou-se uma
significativa inversdo do efeito ovicida quando o material foi ensaiado em solucéo cuja forca
idnica foi alterada para 0,15 M na presenca de NaCl. A relacdo entre as atividades floculantes
e ovicidas foi investigada e mecanismos de interacdes eletrostaticas foram apontados como
requisito comum ao desempenho funcional das moléculas. Os resultados aqui obtidos revelam
novas e importantes aplicabilidades funcionais para um grupo de peptideos ja bastante
explorado por seus efeitos floculantes, sendo essas moléculas candidatas em potencial para
atuarem no controle alternativo de helmintoses.

Palavras-chave: peptideos floculantes, moringa, atividade ovicida, bionematicida



ABSTRACT

Haemonchus contortus is the most dominant endoparasite of sheep and goats, causing huge
economic losses. Several anthelmintics have been used to minimize the losses caused by
parasitic infection. However, anthelmintic resistance in nematodes has become a major
practical problem in many countries and has stimulated the search for alternative and
environmentally acceptable control methods, such as bioactive compounds from medicinal
plants. The current study reports on the purification and partial characterization of bioactive
peptides from Moringa oleifera seeds with ovicidal activity against H. contortus. The
purification protocol entailed obtaining an aqueous extract, steps of separations by
membranes (cut off 12 and 2 kDa) and ion exchange chromatography. The protein material
obtained was subjected to egg hatch assay, flocculant activity, protease inhibition and
resistance to proteolysis. Subsequent characterization was performed using SDS-PAGE
electrophoresis, high performance liquid chromatography (HPLC) and circular dichroism
(CD). The aqueous seed extract from M. oleifera seeds exhibited ovicidal effect inhibiting 96
+ 0.8% of egg hatching rate of H. contortus. Anthelmintics peptides, isolated from the total
aqueous extract showed 82 + 1% ovicidal activity (EC90 of 202.3 pg) and presented a single
band of apparent molecular mass of 6.5 kDa under reducing conditions. Furthermore, they
showed in vitro flocculant effect (EC90 of 0.812 ug), trypsin inhibitor activity (41 + 11%),
papain inhibitor activity (99 + 0.2%) and were highly resistant to proteolysis, remaining active
even after 24 hours of incubation with pronase E. The peptides were adsorbed on cationic
resin and separated in least four isoforms of similar molecular masses (6.5 kDa) distributed by
SDS-PAGE, and high purity detected by HPLC. Circular dichroism analysis revealed that
three of the isoforms have content of 70% random coil structures, while the fourth isoform
found showed a-helix rich structures (69%). Finally, studies involving changes in ionic
strength of the medium indicated that electrostatic interactions may be a common mechanism
between flocculant and ovicidal activity of the peptides. The results obtained demonstrated
the discovery of peptides from M. oleifera with important anthelmintic properties and suggest
an affordable and sustainable option for alternative parasite control.

Keywords: flocculants peptides, moringa, ovicidal activity, bionematicide
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1.1 Caracterizacédo do problema e justificativa

O Brasil é considerado um pais industrializado onde a pecuéaria destaca-se como
atividade econémica de grande relevancia. Nas Ultimas décadas, o cenario dos sistemas
produtivos brasileiros tem sofrido importantes transformacgdes considerando, principalmente,
0 notorio crescimento da ovinocaprinocultura. A regido Nordeste destaca-se como uma das
mais antigas e tradicionais na criacdo de pequenos ruminantes no pais, sendo detentora de
mais de 90% do rebanho caprino e quase 60% do rebanho ovino nacional (ZEN; SANTOS;
MONTEIRO, 2014).

Embora bastante representativos, os rebanhos nordestinos ainda apresentam baixos
indices de produtividade, sendo o desenvolvimento da ovinocaprinocultura fortemente
ameacado por diversos fatores, dentre os quais, problemas de ordem sanitaria, que configuram
como a principal limitacdo (COELHO et al., 2011). Infecgbes causadas por nematoides
gastrintestinais (NGI) representam o0 maior desafio ao sucesso produtivo do setor
agropecuario de pequenos ruminantes (SADDIQI et al., 2012).

A Hemoncose é uma das NGI distribuidas mundialmente e mais dificeis de controlar.
E uma doenca que afeta ruminantes, sendo caprinos e ovinos os mais susceptiveis (CLIMENI
et al., 2008). Causada pelo endoparasita abomasal, Haemonchus contortus, a infec¢do esta
associada a serios comprometimentos a salude e bem estar do rebanho resultando em
consideravel reducdo do potencial produtivo dos animais, restringindo assim, o
aproveitamento econdémico dos mesmos (FONSECA et al., 2011). Extremamente patogénico,
H. contortus, é a espécie dominante entre as populacGes encontradas em animais portadores
de infeccOes parasitarias (ENDO et al., 2014).

A fim de controlar e reduzir as enormes perdas causadas pelas verminoses, produtores
sdo orientados a realizar vermifugacdes periddicas no rebanho, havendo alteragdes do
principio ativo a cada ano (MOLENTO, 2004a). Nesse contexto, o mercado farmacéutico
veterinario brasileiro tem se mostrado crescente e atingiu a marca de faturamento de cerca de
R$ 4,4 milhdes em 2014, sendo os produtos antiparasitarios considerados como a segunda
classe terapéutica mais importante, com participacdo de 22% no mercado nacional. Farmacos
destinados a espécies de ruminantes representaram 55,6% do total faturado no ano (COINF
apud SINDAN, 2014). Porém, a intensa e errdnea utilizacdo de quimicos sintéticos como
estratégia de controle parasitario trouxe como principal consequéncia o desenvolvimento de
cepas resistentes a maioria das drogas anti-helminticas disponiveis no mercado. Além disso,

essa pratica é ainda responsavel por promover aumento nos custos de producéo, acelerar a
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necessidade do desenvolvimento e comercializacdo de novas drogas e ainda ampliar as
preocupacdes com a seguranca humana e ambiental em virtude dos residuos quimicos gerados
(COSTA,; SIMOES:; RIET-CORREA, 2009; TORRES-ACOSTA et al., 2012; CASELANI,
2014; PACHECO-SILVA; SOUZA; CALDAS, 2014).

Frente a todos esses obstaculos e priorizando aspectos tanto econémicos quanto
ambientais, a procura por estratégias alternativas de controle parasitario tem motivado
inumeras pesquisas. Amplamente difundido, o estudo de plantas com propriedades medicinais
e a busca por moléculas naturais capazes de promover efeitos deletérios sobre patdgenos
despontam como amplo e promissor campo de investigagfes. Diversos estudos in vitro e in
vivo tém relatado espécies vegetais com potenciais efeitos anti-helminticos (NERY;
DUARTE; MARTINS, 2009; SOUSA et al., 2013). Na maioria dos casos, 0S compostos
implicados com a acdo nematicida pertencem a uma ampla classe de substancias quimicas
denominadas de metabolitos secundarios, que podem ser produzidos em diferentes 6rgaos da
planta (LUZ, 2009). Dentre os metabolitos sugeridos como agentes anti-helminticos
destacam-se saponinas, alcaloides, glicosideos, flavonoides, lignina e taninos, sendo estes
altimos os mais reportados (HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011).

Além de compostos do metabolismo secundario, proteinas representam um extenso
grupo de moléculas reconhecido por desempenhar importantes papéis defensivos, dentre as
quais podemos destacar: lectinas, inibidores de proteases, peroxidases e proteinas
relacionadas a patogénese (RP) (PINTO; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2011). Algumas dessas
proteinas sdo capazes de afetar negativamente o desenvolvimento de espécies nematoides.
Rios-de Alvarez et al. (2012) mostraram a atuacdo direta e indireta de lectinas sobre os
parasitas gastrintestinais Teladorsagia circuncicta e Trichostrongylus colubriformis, sendo
descritas alteracbes na fecundidade dos vermes e ativacdo de resposta imune local do
hospedeiro. Lectinas podem ainda atuar como inativadoras de ribossomos (RIP’s)
promovendo efeitos deletérios por interrupcdo da sintese proteica. Proteases cisteinicas
também sdo apontadas como fortes candidatas ao controle de NGI por ocasionar digestdo da
cuticula dos nematédeos (STEPEK et al., 2004; DOMINGUES et al., 2013).

Moringa oleifera Lam. (moringa), pertencente ao Unico género da familia
Moringaceae, € uma espécie vegetal de grande importancia social e econdmica e uma das
plantas mais estudadas e utilizadas. Destaca-se, principalmente, por sua grande contribuicdo
em compostos bioativos com diferentes propriedades farmacoldgicas. O uso da espécie vai
desde aplicacbes na medicina, sendo também utilizada para fins alimentares devido ao alto

valor nutricional, bastante empregada no tratamento de aguas para consumo em virtude da
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presenca de lectinas e proteinas floculantes em suas sementes, sendo ainda de grande
relevancia na producédo de biodiesel (GASSENSCHMIDT et al., 1995; SANTOS et al., 2009;
ARAUJO et al, 2013; MOYO; MASIKA; MUCHENJE, 2014; LEONE et al., 2015).
Metabdlitos secundarios presentes nas folhas de Moringa oleifera Lam. foram sugeridos
como responsaveis pelas propriedades anti-helminticas encontradas na espécie. Diferentes
compostos incluindo saponinas, alcaloides, taninos e flavonoides foram mencionados como
agentes ovicidas e larvicidas contra H. contortus (TAYO et al., 2014).

Recentemente, Salles et al. (2014) avaliando as potencialidades nematicidas de
diferentes espécies vegetais, sugeriram, pela primeira vez, que moléculas proteicas de baixa
massa poderiam estar relacionadas com propriedades ovicidas exibidas pelas sementes de
Moringa oleifera Lam. Uma vez que a descoberta de novos principios ativos viria a contribuir
consideravelmente para ampliacdo de alternativas ao controle quimico parasitario, este estudo
se propOs a isolar possiveis proteinas associadas aos efeitos previamente observados por
Salles et al. (2014), bem como realizar analises bioquimicas e estruturais visando
compreender provaveis modos de acédo de tais moléculas.

Alguns questionamentos de partida foram essenciais para o delineamento das

estratégias experimentais a serem utilizadas:

v' A atividade ovicida, ja demonstrada pelas sementes de moringa, estaria associada a

uma Unica classe de compostos?

v Os efeitos seriam dependentes da interacdo entre compostos de naturezas distintas?

v' A caracterizacdo biogquimica de possiveis proteinas ativas forneceria informacdes

acerca do modo de acdo dessas moléculas?

v' Além da acdo ovicida, haveria alguma correlacdo funcional dessas proteinas com

outras atividades ja descritas para espécie em estudo?

v' A caracterizacdo estrutural das moléculas ajudaria na compreensdo de suas

potencialidades anti-helminticas?
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2.1 Producéo de pequenos ruminantes no Brasil

O sistema produtivo de pequenos ruminantes, especialmente caprinos e ovinos, é uma
atividade agropecuéria desenvolvida em todos os continentes. Porém, apenas em alguns paises
pode ser considerada como atividade de expressiva relevancia economica (MDIC, 2010).

No Brasil, a exploragéo desses animais iniciou-se ainda no periodo da colonizacéo e
até hoje é desenvolvida em quase todo o pais. Em nivel mundial, o Brasil ocupa a 18° posicéo
do ranking, com mais de 26 milhdes de cabecas de caprinos e ovinos (IBGE, 2014). Nos
altimos anos, a crescente consolidacdo da ovinocaprinocultura como atividade
socioecondmica vem se constituindo em promessa para 0 agronegécio brasileiro contribuindo
significativamente para expansdo dos mercados interno e externo. O rebanho nacional
concentra-se, especialmente, nas regides Sul e Nordeste, com destaque para Gltima, que
dispondo de condicGes favoraveis a criacdo desses animais, detém mais de 90% do rebanho
caprino e quase 60% do rebanho ovino brasileiro (ZEN; SANTOS; MONTEIRO, 2014).

A ovinocaprinocultura no semiarido Nordestino destina-se basicamente a producao de
carne e pele para suprimento do mercado local, atuando como fonte de renda e
desempenhando importante papel social de subsisténcia familiar. Embora tradicional, a
atividade na regido ndo dispde dos investimentos necessarios que viabilizem o beneficiamento
e a comercializacdo dos animais e de seus produtos. Com a exploracdo dos rebanhos sendo
conduzida predominantemente de forma extensiva, o0 Nordeste apesar de sua potencialidade
ainda apresenta um sistema de baixa produtividade e pouca influéncia econdmica.
(FIGUEREDO JUNIOR et al., 2009; PORTO; SALUM; ALVES, 2013).

Uma vez que a salde e o bem estar dos animais estdo diretamente relacionados a
rentabilidade do processo, tem-se considerado que o manejo alimentar inadequado e mas
condicBes sanitarias sdo os principais fatores responsaveis pelos impactos negativos
atribuidos ao setor produtivo de pequenos ruminantes (COELHO et al., 2011; SANTOS;
ALFARO; FIGUEIREDO, 2011; SILVA, 2014).

A enorme variedade de agentes patogénicos e a vulnerabilidade dos animais as
inimeras doencas tem acarretado perdas devastadoras para os produtores dificultando
consideravelmente o aproveitamento e o sucesso da producdo. Em virtude das consequéncias
diretas (perda de peso, morte) e indiretas (custos com tratamentos, controle e prevencdo), as
parasitoses sdo apontadas como foco central dos prejuizos econdmicos (GOUVEIA,;
GUIMARAES, 2013; PORTO; SALUM; ALVES, 2013).
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Doengas parasitrias gastrintestinais causadas por nematoides tém sido apontadas
como a maior causa de mortalidade dos rebanhos. Animais apresentando altos niveis de
infeccbes podem apresentar graves lesbes de tecidos ou obstrucbes de drgdos
(VILLARROEL, 2013).

2.1.1 Nematodioses Gastrintestinais — NGI

Parasitas compreendidos no filo Nematoda s&o de particular importancia para
ovinocaprinocultura, uma vez que desencadeiam uma série de doencas gastrintestinais. Os
vermes podem ser encontrados no abomaso (Haemonchus spp., Ostertagia spp. e
Trichostrongylus axei ), intestino delgado (Trichostrongylus colubriformes, Cooperia spp.,
Bunostomum spp., Strongyloides spp. e Nematodirus spp.) e intestino grosso
(Oesophagostomum spp. e Trichuris spp.) dos animais (NEVES; VIEIRA; ANDRIOL, 2008).

O desempenho produtivo dos rebanhos pode ser drasticamente afetado em
consequéncia do parasitismo. Intensidade de infeccdo, espécies de parasitas presentes, idade,
estado fisioldgico e nutricional do hospedeiro, estdo entre os fatores que mais impactam na
producéo (VIEIRA, 2005).

Estudos mostram que quase 100% dos ruminantes domesticos sdo acometidos por pelo
menos uma espécie de endoparasitas. De modo geral, as infeccOes gastrintestinais que
acometem os rebanhos brasileiros séo do tipo mista, onde ha a prevaléncia de trés espécies de
helmintos: Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformes e Oesophagostomum
columbianum (AHID et al., 2008; COSTA; SIMOES; RIET-CORREA, 2011; ENDO et al.,
2014).

Haemonchus contortus é o endoparasita de maior importancia para
ovinocaprinocultura e responsavel por sérios prejuizos econdémicos. O parasita possui ciclo
evolutivo direto e dividido em fase pré-parasitaria, com formas de vida livre e, fase parasitaria
dentro do hospedeiro (Figura 1). No abomaso, cada fémea adulta chega a produzir de 5.000 a
10.000 ovos por dia que sdo liberados no ambiente juntamente com as fezes do hospedeiro.
Em condicdes favoraveis de temperatura e umidade (18 a 30 °C e umidade entre 80 e 100%)
0s ovos irdo eclodir dando origem a larvas de primeiro estadio (L1) que apds mais duas
mudas originam L2 e L3, respectivamente. As larvas de terceiro estadio (L3) sédo
denominadas infectantes e ao serem ingeridas junto com a pastagem iniciam o periodo
parasitario. Ao atingir o rimen, a bainha protetora que reveste L3 é perdida e a larva segue,

entdo, rumo ao abomaso onde ira evoluir até a forma adulta. Durante toda sua vida parasitéria,
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H. contortus alimenta-se de sangue (AMARANTE; SALES, 2007; TAYLOR; COOP;
WALL, 2010).

Figura 1 - Ciclo evolutivo do endoparasita gastrintestinal Haemonchus contortus.

A - Estadios de vida parasitaria.

B - Ovos do parasita liberados junto as
fezes do hospedeiro.

C-0Ovo » LarvalLl » Larva L2.

D - Larva L3 na pastagem passivel
de ser ingerida.

Fonte: Adaptado de http://cal.vet.upenn.edu/parasitc/haemonc/

Exibindo elevada intensidade de infecgdo nos rebanhos, H. contortus é o parasita mais
prevalente, respondendo por até 100% da carga parasitaria de um animal (WILMSEN, 2014).
Extremamente patogénico e de habitos essencialmente hematofagicos é responsavel pelo
desencadeamento da nematodiose gastrintestinal denominada Hemoncose. Esta verminose
diminui em demasia o potencial produtivo dos animais, em especial pela dificuldade de
controle da populacdo de parasitas. O principal sintoma constitui-se em severos quadros de
anemia, onde é possivel verificar-se palidez acentuada de mucosas e musculos (fase aguda da
doenca), além de edemas subcutaneos (inflamacéo de aspecto mole como uma bolsa de dgua
sob a pele) geralmente na regido submandibular, edemas de cavidades (hidrotorax e
hidroperiténio), hiperemia da mucosa do abomaso, perda de peso, pelos arrepiados e sem
brilho (FONSECA et al., 2011; ENDO et al., 2014).

Na tentativa de reduzir as enormes perdas advindas do estabelecimento de verminoses
gastrintestinais os produtores tém contado, ha décadas, com a utilizacdo quase gque exclusiva
de drogas quimicas sintéticas como a principal ferramenta de controle parasitario (SADDIQI
et al.,, 2012). Obviamente, no inicio os anti-helminticos pertencentes a diferentes grupos
quimicos foram responsaveis pelo aumento significativo na produtividade dos rebanhos
(AMARANTE; SALES, 2007). Porém, ao longo dos anos foi tornando-se cada vez mais

notavel a perda de eficiéncia, antes observada, para tal método.
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Considerando que apenas 5% dos parasitas vivos estejam localizados dentro dos
hospedeiros e o restante (95%) encontra-se nas pastagens, compreender a dindmica
populacional dos parasitas no hospedeiro e no ambiente é fundamental, uma vez que, 0s
objetivos centrais das estratégias de controle consistem em reduzir os niveis de infeccdo nos
animais e eliminar as larvas infectantes do ambiente, tendo em vista que os animais tratados
podem ser expostos, novamente, a uma reinfeccdo em pouco tempo (TORRES-ACOSTA,;
HOSTE, 2008; BOWMAN et al., 2009).

Baseado em estudos epidemiolégicos, varios programas de controle parasitario foram
sugeridos. No inicio, o esquema de controle estratégico foi 0 mais recomendado para regido
nordeste do Brasil, consistindo na aplicacdo de quatro doses anuais de anti-helminticos no
rebanho, sendo trés no periodo seco (quando as condicbes climaticas da regido sdo
desfavoraveis ao desenvolvimento e sobrevivéncia dos estagios de vida livre no ambiente) e
uma no periodo chuvoso (VIEIRA et al.,, 1997). Embora eficiente tal método contribuiu
largamente para o surgimento de resisténcia. Atualmente, o tratamento seletivo € o mais
indicado e evita que animais saudaveis sejam medicados desnecessariamente (MINHO,
2014). Analises especificas e combinacdes de diferentes praticas de manejo também eram
indicadas para que o sucesso dos programas de controle fosse atingido (MOLENTO, 2004).
No entanto, o uso intensivo das drogas anti-helminticas aliado a falta de informacdes
adequadas acerca de suas corretas administracdes, logo resultou em programas de controle
fracassados. Deste modo, o uso indiscriminado teve como principal consequéncia o
desenvolvimento de populagdes de helmintos com resisténcia a diferentes grupos quimicos.
Assim, desde os primeiros registros na década de 60 até os dias de hoje, a resisténcia anti-
helmintica vem revelando-se um grave problema de propor¢cdes mundiais (AMARANTE;
SALES, 2007; TORRES-ACOSTA et al., 2012; BICHUETTE et al., 2015).

Com relatos cada vez mais constantes, os indices atuais de resisténcia as drogas
disponiveis no mercado, pelas diferentes espécies de parasitas, tém mostrado resultados
alarmantes. Da Cruz et al. (2010), avaliando a eficacia de diferentes drogas no controle de
verminoses em ovinos das regibes Norte e Nordeste do Rio de Janeiro, mostraram que a
reducdo da contagem de ovos de parasitas nas fezes dos animais variou bastante em funcéo
dos agentes anti-helminticos utilizados. Levamisol e moxidectina foram eficientes em 70% e
60% das propriedades avaliadas, respectivamente. As drogas com menores taxas de eficacia
foram: nitroxinil (33%), doramectina (30%), closantel, fenbendazole, ivermectina (20%) e
albendazol (11%). Bichuette et al. (2015), avaliando a susceptibilidade de diferentes espécies

de helmintos, previamente identificadas, a exposicdo de formulagdes distintas e combinadas
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revelaram que H. contortus foi a Unica espécie a apresentar resisténcia a moxidectina, além de
serem registradas ainda resisténcia para triclorfon e para formulagdo combinada de
albendazol, levamizol e ivermectina. Portanto, o parasita mais prevalente é também o mais
resistente.

Associado aos inimeros casos de resisténcia, o controle a base de anti-helminticos
ainda traz consigo uma série de desvantagens como 0 aumento dos custos na producdo,
proveniente da aquisicdo de farmacos, bem como prejuizos ligados a salde e meio ambiente,
decorrentes da grande proporc¢do de residuos quimicos gerados (SCZESNY-MORAES et al.,
2010; CASELANI, 2014). Dessa forma, modelos de producbes mais sustentaveis surgiram
como demandas imperativas de uma sociedade que busca cada vez mais por produtos de
qualidade, saudaveis do ponto de vista sanitario e com pregos acessiveis.

Diante da realidade apresentada e da necessidade emergente de estratégias de controle
eficazes, indmeras pesquisas estdo sendo realizadas visando o desenvolvimento de
alternativas agropecuarias viaveis para o crescimento econémico da ovinocaprinocultura com
0 minimo de impactos negativos possiveis. Dentre as alternativas propostas destacam-se
aquelas que buscam promover a descontaminacdo do ambiente por eliminacdo das larvas
infectantes do campo. Nesse sentido, agentes biologicos, tais como alguns fungos
nemat6fagos tém mostrado resultados satisfatorios (ARAUJO et al., 2007). Outro foco
apontado refere-se aos principios de selecdo genética visando melhorar a resposta do
hospedeiro contra as infecgdes atraves de cruzamentos entre racas ou individuos resistentes e
suscetiveis (SILVA, 2010). Tem-se ainda uma abordagem que responde por grandes
quantidades de estudos, sendo umas das mais antigas e talvez mais utilizadas, que se baseia no
emprego de anti-helminticos naturais, geralmente compostos de origem vegetal. Diversas
espécies vegetais tém demonstrado abrigar agentes capazes de causar algum efeito negativo
sobre a biologia dos parasitas provocando, assim, alteracbes em seu ciclo de vida. Esses
efeitos tém sido associados, predominantemente, a metabdlitos secundarios que tém fortes
papéis ecoldgicos desempenhando mecanismos de protecdo na planta. Taninos condensados
sdo os mais estudados (HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011). Contudo, a integracdo de
diferentes estratégias de controle parece ser o caminho mais equilibrado para que a
ovinocaprinocultura alcance niveis 6timos de producdo atendendo, assim, expectativas

existentes de torna-la uma atividade expressiva economicamente e competitiva no mercado.
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2.2 Uso de plantas no controle alternativo de helmintoses

Tradicionais e importantes recursos medicinais, as plantas dispdem de um grande
arsenal de compostos ativos capazes de mediar o processo saude/doenca. Em virtude da
precariedade dos servicos de salde, em muitos lugares essa é Unica opcdo terapéutica
disponivel tanto para humanos quanto para animais (OLIVEIRA, 2013; SILVA et al., 2013).

Na medicina veterindria, diferentemente da medicina humana, estudos envolvendo o
controle de doengas a base de produtos vegetais sdo bem mais modestos (VIEIRA, 2005).

No entanto, suportados por problemas recorrentes com tratamentos quimicos
convencionais e apelo mercadoldgico por produgdo mais sustentavel, o interesse na area de
medicina etnoveterinaria tem-se mostrado crescente e vem garantindo lugar de destaque no
panorama cientifico (MONTEIRO; BEVILAQUA; CAMURCA-VASCONCELOQOS, 2011).
Praticas etnoveterinarias, quando testadas e comprovadas cientificamente podem oferecer
respostas para tais problemas encontrados atualmente (OLIVEIRA, 2013). Neste cenério, a
ovinocaprinocultura aparece como um importante foco de pesquisa. O elevado grau de
resisténcia anti-helmintica, insumos quimicos de alto custo, limitacdo da disponibilidade de
novas drogas pela industria farmacéutica, demanda por produtos livres de residuos quimicos e
a busca por sistemas agroecologicos de producdo estdo entre os principais fatores que
impulsionam novas investigaces que, de maneira geral, visam a recomendacéo de programas
de controle parasitario alternativos, naturais, saudaveis e eficazes.

Na literatura € possivel encontrarmos inumeros relatos de extratos oriundos de
diferentes espécies vegetais que sdo avaliadas quanto suas propriedades anti-helminticas. A
maioria desses estudos investiga a ocorréncia de efeitos deletérios as formas de vida livre dos
parasitas (ovos e larvas) através de testes in vitro de inibicdo da eclodibilidade e do
desenvolvimento larval.

Em estudos com o bleo essencial de Eucalyptus globulus (Myrtaceae) observou-se
potentes atividades inibitdrias sobre ovos (99,3%) e larvas (98,7%) de H. contortus. Nenhuma
etapa de purificacdo foi efetuada, porém a analise quimica do material, feita através de
cromatografia gasosa, detectou como principal componente o monoterpeno 1,8-cineol,
(MACEDO et al., 2009).

Reducdo efetiva no nimero de larvas totais de nematoides gastrintestinais de caprinos
e ovinos foi alcancada com a utilizacdo do 6leo da semente de andiroba - Carapa guianensis
(Meliaceae). Contudo, o estudo ndo identificou quais possiveis substancias poderiam ser
responsaveis pelo efeito (FARIAS et al., 2010).
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Extratos aquosos, etandlicos e cloroférmicos das folhas de Melastoma malabatricum
(Melastomataceae) apresentaram efeitos ovicidas e larvicidas concentragdo-dependente sobre
H. contortus. Também pbde ser observado que o extrato aquoso foi capaz de exercer efeitos
na motilidade de vermes adultos em apenas 2 horas de exposi¢do (SUTEKY; DWATMADJI,
2011).

Dentre os poucos estudos relacionando atividade anti-helmintica com compostos de
natureza proteica esta 0 de Domingues et al. (2013) que, avaliando o efeito de extratos de
Ananas comosus (Bromeliaceae) e da enzima bromelina, também sobre H. contortus,
detectaram fortes efeitos ovicidas e larvicidas em testes in vitro, no entanto, a acdo foi
drasticamente reduzida quando submetidos aos testes in vivo.

Além de enzimas, peptideos pertencentes a familia dos ciclotideos, descobertos
inicialmente em plantas das familias Violaceae e Rubiaceae, demonstraram interessantes
atividades anti-helminticas contra 0os nematoides gastrintestinais Haemonchus contortus e
Trichostrongylus colubriformis. Embora baixos niveis de efeitos ovicidas tenham sido
detectados, as moléculas apresentaram potente inibicdo do desenvolvimento larvar e
letalidade aos parasitas adultos (COLGRAVE et al., 2008).

Dentre todos os agentes citados, peptideos reconhecidamente sdo os que demandam o
maior interesse de mercado, pois exibem perfil farmacologico altamente atrativo ja tendo sido
amplamente isolados de animais e plantas.

Moringa oleifera Lam. esta entre as espécies vegetais que também tem demonstrado
propriedades anti-helminticas contra H. contortus. Folhas e sementes parecem abrigar
compostos de diferentes naturezas bioldgicas como agentes responsaveis pelos efeitos
ovicidas observados (SALLES et al., 2014; TAYO et al., 2014).

Diante dos exemplos apresentados, fica claro que esforcos constantes estdo sendo
feitos na tentativa de controlar os sérios prejuizos decorrentes dos elevados indices de
infeccdo de caprinos e ovinos por parasitas gastrintestinais, em especial, H. contortus.
Também fica nitido que estudos mais completos sdo necessarios, a fim de converter as
investigacbes em ferramentas praticas de uso. Vale ainda ressaltar que, a indicacdo de
compostos naturais para o alivio de enfermidades ndo visa substituir os medicamentos
quimicos registrados e comercializados, mas sim oferecer alternativas terapéuticas com acao

equivalente, de custo acessivel e menos danosas aos animais, consumidores e ambiente.
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2.3 Moringa oleifera Lamarck

A familia Moringaceae € representada por um Unico género, Moringa, no qual se
encontram distribuidas 13 espécies vegetais, sendo Moringa oleifera Lam. a espécie mais
utilizada e mais bem conhecida. Originaria do Noroeste da india, atualmente encontra-se
distribuida em todas as regibes tropicais e subtropicais e tornou-se naturalizada em outras
regibes da Asia, Africa e América latina (RAMACHANDRAN; PETER;
GOPALAKRISHNAN, 1980; BHATTI et al., 2007; PALIWAL; SHARMA, 2011).

Moringa oleifera Lam., também conhecida popularmente como lirio-branco, arvore-
rabanete-de-cavalo, cedro, moringueiro e quiabo de quina, apresenta crescimento rapido,
atingindo até 12 metros de altura. Suas condigdes de cultivos sdo bastante diversas
desenvolvendo-se em regifes tropicais secas e subtropicais, regides quentes, umidas, além de
tolerar diferentes tipos de solos, até mesmo 0s mais pobres, com excecdo para 0s solos em
condicdes de alagamento (NOUMAN et al., 2014).

Quanto aos aspectos boténicos (Figura 2), M. oleifera € uma espécie de porte arbdéreo
(5-12 m) de folhas caducas, apresenta um unico tronco principal, uma ampla e tipica copa em
forma de guarda-chuva. As folhas sdo grandes e compostas (25-60 cm). A inflorescéncia € em
panicula (8-30 cm), com flores brancas-creme, perfumadas, medindo cerca de 2,5 cm de
diametro. Os frutos séo capsulas grandes e alongadas (18-50 cm de comprimento e 1-3 cm de
largura) de coloracdo verde quando jovens e passando a marrom palido quando maduros. Séo
deiscentes e abrem-se em trés valvulas quando totalmente maduros, expondo as numerosas
sementes de cor marrom escuro com aspectos subglobosos ou ligeiramente triangular/trialadas
(7-15 mm de diametro) (NAVIE; CSURHES, 2010).

Figura 2 - Estrutura geral e diferentes partes de Moringa oleifera Lam.

Fonte: Proprio autor.
A — Arvore de moringa; B — Folhas e flores; C — Frutos; D — Sementes.
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2.3.1 Usos tradicionais de Moringa oleifera Lam.

A diversidade de uso e aplicagdes de todas as partes de moringa tornou a espécie
conhecida como “Arvore milagrosa” ou “ Dom natural”. Suas propriedades alimenticias e
medicinais j& eram exploradas desde a antiguidade. As ricas composi¢fes de nutrientes,
aminoacidos, agentes antioxidantes, propriedades antienvelhecimento e anti-inflamatoria
promoveram resultados t&o interessantes quanto sua utilizagdo nutricional e de cura
(MAHMOOD; MUGAL; HAQ, 2010). Embora sejam registradas investigacoes e aplicacdes
para os diferentes 6rgaos da planta, estudos acerca das propriedades de folhas e sementes séo
os mais frequentes (PATEL et al., 2014; AL-ASMARI et al., 2015; GALUPPO et al., 2015).

Moringa é potencialmente uma importante fonte de alimento e tem sido usada para
combater a desnutricdo que assola muitos paises onde a fome € iminente. As folhas séo ricas
em diversos tipos de vitaminas (A, B, C, D, E e K), minerais, além de dispor de todos 0s
aminodacidos essenciais em quantidades significativas e alto teor de proteinas (20%) de
qualidade semelhante a do leite e ovos. Ja em relacdo a fatores antinutricionais, apresentam
baixas quantidades de taninos, fitatos, estando ausentes inibidores de tripsina, amilase,
lectinas e glicosinolatos, sendo os dois ultimos bastante representativos nas sementes dessa
espécie (FAHEY, 2005; FERREIRA et al., 2008; MAHMOOD; MUGAL; HAQ, 2010;
PALIWAL; SHARMA, 2011). Além das folhas, as vagens, sementes, flores e raizes tém sido
consumidas tanto por seres humanos como por animais. O uso de moringa como forrageira e
na suplementacdo de racdes animais interessa ndo somente pela qualidade nutricional, mas
também pela facilidade de cultivo, baixos custos e sustentabilidade que a espécie oferece
(FERREIRA et al., 2008; MOYO; MASIKA; MUCHENJE, 2014; NOUMAN et al., 2014).

Associado aos beneficios alimentares, moringa tem sido referida como capaz de atuar
na prevencdo e tratamento de pelo menos 300 doencas (GANGULY, 2013). Propriedades
anti-inflamatorias foram confirmadas para o extrato das sementes de moringa, cujas proteinas
de ligacdo a quitina (Mo-CBP4) e lectinas (cMoL e WSMoL) previamente isoladas foram
reportadas como sendo responsaveis pela referida atividade (PEREIRA et al., 2011; ARAUJO
et al., 2013). Propriedades antifungicas de folhas e sementes de moringa foram também
demonstradas contras diversas espécies de fungos de importancia econdmica. Gifoni et al.
(2012) isolaram uma proteina termoestavel ligante a quitina (Mo-CBP3) presente em
sementes de moringa que foi capaz de inibir a germinacédo dos conidios de diferentes espécies

fungicas fitopatogénicas. Patel et al. (2014), trabalhando com extrato aquoso e etanolico das



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

29

folhas, também demonstraram o efeito antifingico de moringa, porém a analise fitoquimica
indicou a presenga de flavondides, taninos, esterdides, alcaloides e saponinas.

O potencial anti-helmintico da espécie também € relatado. Investigacbes de tal
atividade em sementes e no 6leo das sementes exibiram efeito contra vermes de solo, sendo
sugerida apenas a participacdo de compostos secundarios (GIRI et al., 2010; NILANI et al.,
2012). Tayo et al. (2014) observaram que diferentes extratos das folhas de moringa exibiram
forte acdo nematicida sobre quatro estadios de desenvolvimento do endoparasita Haemonchus
contortus, contudo, novamente foram sugeridos apenas compostos do metabolismo
secundario como responsaveis por tal efeito.

Salles et. al. (2014), examinando o potencial ovicida de diferentes espécies vegetais
contra H. contortus sugeriram, pela primeira vez, que as propriedades anti-helminticas das
sementes de moringa poderiam estar relacionadas a moléculas de diferentes naturezas,
inclusive proteica. Fracdo contendo compostos de massas moleculares abaixo de 12 kDa,
obtida apds dialise do extrato aquoso total das sementes em membrana de cut off 12 kDa,
exibiu forte efeito inibitdrio sobre a taxa de eclosdo dos ovos do parasita (inibicdo > 90%).
Além do efeito ovicida, atividades hemaglutinante, hemolitica e inibitéria de proteases foram
detectadas para a referida fracdo. Porém, até o presente momento nenhum estudo havia sido
realizado a fim de comprovar a relacdo de proteinas/peptideos com as propriedades ovicidas
observadas.

Além das atribuicdes farmacologicas ja citadas, o uso da moringa para fins medicinais
é muito amplo, havendo estudos abrangendo seus efeitos antimicrobianos, anticancer,
antioxidantes, hepatoprotetor, cardioprotetor, antidiabético, dentre outros (PARVATHY;
UMAMAHESHWARI, 2007; NANDAVE et al., 2009; DEVENDRA et al., 2011; MOYO et
al., 2012; AL-MALKI; EL RABEY, 2015; AL-ASMARI et al., 2015).

Outra caracteristica bastante apreciavel da moringa, e que a tornou popular
mundialmente, é a imensa capacidade coagulante/floculante apresentada por suas sementes.
As principais responsaveis por essa propriedade sdo moléculas de origem proteica. Peptideos
catibnicos soluveis em agua com elevados valores de pl (9-11) e de massa molecular em torno
de 6,5 kDa, bem como dimeros de 13 kDa, foram inicialmente descritos como sendo 0s
componentes  coagulantes de  moringa (GASSENSCHMIDT et al, 1995;
NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995). Posteriormente, Okuda et al. (2001)
identificaram outro grupo de coagulantes, porém solGveis em solucdo salina, com massa
molecular de 3 kDa e que ndo se tratava nem de proteinas ou polissacarideos ou lipideos, mas

sim de polieletrolitos organicos. No entanto, Ghebremichael et al. (2005) mostraram que a
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proteina/peptideo de 6,5 kDa é extraivel em ambas condi¢Bes de extracdo, aquosa e salina, e
através de analises por espectrometria de massa indicaram a presenca de pelo menos quatro
proteinas homologas. As lectinas WSMoL (20 kDa), cMoL (26,5 kDa), mais tarde isoladas,
também demonstraram estar envolvidas com as propriedades coagulantes das sementes
(SANTOS et al., 2005; SANTOS et al., 2009). Apenas uma proteina de alta massa molecular
(66 kDa) foi relatada como agente coagulante (AGRAWAL; SHEE; SHARMA, 2007).
Algumas das proteinas mencionadas acima além do eficiente poder de coagulagdo também
compartilham importantes efeitos antibacterianos (GHEBREMICHAEL et al., 2005;
FERREIRA et al., 2011; SHEBEK et al., 2015).

Como descrito, M. oleifera Lam. é uma espécie que contribui com uma enorme

variedade de compostos bioativos capazes de serem utilizados em diferentes areas.

2.4 Potencial biotecnoldgico de peptideos vegetais

Plantas sdo organismos constantemente expostos a estresses bidticos e abioticos de
maneira que para garantirem a sobrevivéncia dependem de suas habilidades de defesa e
adaptacdo. Além dos mecanismos de defesa constitutivos, 0s vegetais reagem as adversidades
por meio de respostas induzidas que, geralmente, sdo traduzidas em alteracdes metabolicas
incluindo, principalmente, alteracées no padréo de expressdo dos seus constituintes (PINTO;
RIBEIRO; OLIVEIRA, 2011).

Diversos estudos tém demonstrado que assim como em animais, proteinas e peptideos
constituem os principais componentes quimicos relacionados a defesa vegetal. Descobertas
recentes de peptideos multifuncionais e de suas relacdes com elaboradas vias de sinalizacdo
nas plantas tém revelado a grande importancia dessas moléculas (FUKUDA,;
HIGASHIYAMA, 2011; KATSIR et al., 2011).

Atualmente, além do papel crucial na biologia e no desenvolvimento de organismos,
0S peptideos sdo vistos como grandes promessas para inddstria farmacéutica, sendo a
biodiversidade vegetal considerada uma rica fonte de peptideos ativos (PIMENTEL et al.,
2015). O enorme potencial terapéutico dessas moléculas associado a caracteristicas fisico-
quimicas peculiares tém contribuido para seu reconhecimento biotecnolégico. De maneira
geral, peptideos ou polipeptideos constituem pequenas moléculas organicas de massas
moleculares menores que 10 kDa (NELSON; COX, 2008) e que, particularmente, apresentam
alta eficiéncia, baixa toxicidade e elevada seletividade, representando excelentes pontos de

partida para o desenvolvimento de novas drogas. Talvez, essas caracteristicas sejam a
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principal diferenca entre os peptideos e as tradicionais pequenas moléculas quimicas
inorgénicas utilizadas como base para sintese da maioria dos farmacos (ALBERICIO;
KRUGER, 2012; FOSGERAU; HOFFMANN, 2015).

Além das vantagens ja citadas, a producdo de novas drogas a base de peptideos
destaca-se até mesmo frente a utilizagdo de outros compostos naturais como proteinas, por
exemplo, que apresentam tamanhos e complexidade bem mais elevada. O tamanho reduzido
de peptideos favorece a obtengdo de produtos mais simples, facilitando a sintese quimica,
exigindo menor tempo de comercializagdo, as moléculas ainda dispGem de metabolismo
previsivel, baixas taxas de atrito, maior seguranca e tolerabilidade (FOSGERAU;
HOFFMANN, 2015). Obviamente, muitas dessas moléculas apresentam algumas fraquezas
intrinsecas que limitam sua utilidade terapéutica. Aspectos como: baixa estabilidade quimica
e fisica, meia-vida curta e rapida eliminacéo, baixa disponibilidade oral, tendéncia a hidrolise,
oxidagdo ou agregacdo, além de baixa permeabilidade a membranas, sdo algumas das
desvantagens. No entanto, muitas dessas limitacGes ja podem ser eficazmente superadas
através do chamado “design tradicional” de peptideos terapéuticos (FOSGERAU;
HOFFMANN, 2015).

Diante da gigantesca versatilidade peptidica, as moléculas descobertas vém sendo
identificadas e agrupadas considerando algumas caracteristicas comuns, principalmente,
estruturais. Assim, dividem-se em peptideos helicoidais lineares; peptideos ciclicos com
estruturas em folha-beta com duas ou mais ligagdes dissulfeto; combinacdo de alfa-hélices e
folhas-betas estabilizadas por ligacdes dissulfeto; peptideos com disposicdo em grampo ou
alca contendo pontes dissulfeto; peptideos lineares com predisposicdo incomum para
repeticdo de alguns residuos especiais de aminoéacidos, incluindo prolina, glicina, triptofano
ou histidina e peptideos curtos com estruturas helicoidais ou sem estruturas secundarias
definidas (CANDIDO et al., 2014). A variagdo estrutural exibida pelos peptideos contribui,
fortemente, para suas inUmeras funcionalidades terapéuticas e o nimero de aplicabilidades
biotecnoldgicas dessas moléculas tem revolucionado o mercado de biofarmacos (PICCHI et
al., 2009; CANDIDO et al., 2014).

Indispensaveis aos processos de imunidade vegetal, peptideos antimicrobianos
(AMPs) sdo os mais conhecidos e tém sido abundantemente isolados e relatados por seus
amplos espectros de acdo (BAHAR; REN, 2013). Em geral, essas moléculas derivam de
grandes precursores e assumem rearranjos finais apds sofrerem processamentos pos-
traducionais distintos (ALMEIDA, 2007). AMPs antibacterianos sdo em sua maioria

catidnicos e tem a membrana das bactérias como principal alvo de acdo, tornando-as
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permeédveis (MALANOVIC; LOHNER, 2015); AMPs antivirais neutralizam o virus por
integracdo tanto ao envelope viral ou a membrana da célula hospedeira
(VANCOMPERNOLLE et al., 2015). Assim como os AMPs antibacterianos, os peptideos
antifungicos podem matar fungos via parede celular ou atraves de componentes intracelulares.
Muitos sdo capazes de se ligar a quitina aumentando a eficiéncia antifungica (BAHAR; REN,
2013; LAKSHMINARAYANAN et al., 2014); AMPs antiparasitarios também apresentam
interacdo direta com a membrana celular (BAHAR; REN, 2013; BITTENCOURT et al.,
2016). Na verdade, muitas areas terapéuticas vém sendo comtempladas com a potencialidade
das acOes peptidicas. Ultimamente, fortes demandas por peptideos ativos tém sido voltadas
para o tratamento de doencas metabdlicas e de cancer (CHU et al., 2015; ROCHA et al.,
2015).

Seja qual for o campo terapéutico, hd& uma percepcdo clara de que peptideos
configuram uma excepcional matéria-prima para sintese de novos farmacos e que
investimentos em inovacOes tecnoldgicas tém sido fundamentais para garantir melhor

liberacdo, absorcéo e eliminacdo dos principios ativos no organismo.
O contexto geral aqui apresentado induziu a formulacdo da seguinte hipotese:
Peptideos presentes nas sementes de moringa constituem um importante grupo

de moléculas anti-helminticas que exercem efeitos negativos sobre ovos de H. contortus

impedindo o processo natural de ecloséo.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Isolar e caracterizar peptideos com acdo ovicida contra o parasita Haemonchus
contortus a partir do extrato aquoso de sementes de Moringa oleifera Lamarck.

3.2 Objetivos especificos
e Isolar peptideos com acdo ovicida a partir da fracdo ndo-retida em membrana de 12
kDa do extrato aquoso de sementes de M. oleifera utilizando Haemonchus contortus
como modelo biolégico e alvo de acao.
e Caracterizar parcialmente as moléculas obtidas atraves de determinacdo de suas
massas moleculares, percentuais de estrutura secundaria e ensaios bioquimicos in
vitro.

e Avaliar a estabilidade das moléculas isoladas frente a acdo de enzimas proteoliticas.

e Verificar se as moléculas isoladas apresentam efeito floculante, bem como a relagéo

entre essa atividade e o efeito ovicida.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Sementes de moringa

As sementes de Moringa oleifera Lam. foram obtidas a partir de Unico espécime
vegetal localizado na cidade de Sobral, Ceard (3°40'47"S 40°21'21"W). As coletas foram
realizadas em diferentes épocas do ano durante todo o periodo experimental (2014-2015),

sendo as sementes mantidas sob armazenamento a 4 °C até o momento do uso.

4.2 Ovos de helmintos

Caprinos (ragas Anglo-Nubiano e Saanen) e/ou ovinos (raca Santa Inés), naturalmente
ou artificialmente infectados com H. contortus, foram utilizados como fontes de ovos frescos
do parasita. Os animais experimentais foram mantidos em baias, no Campo Experimental da
Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral-CE e manuseados de acordo com as normas de protegéo
de animais experimentais preconizadas pelo Guide for the Care and Use of Laboratory
Animal, National Research Council, USA (GCULA, 1996). O uso desses animais foi
previamente autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa
Caprinos e Ovinos, sob o0 numero de protocolo 003/2015.

A suspensdo contendo os ovos foi obtida através do processamento do material fecal
coletado diretamente da ampola retal dos animais. Fezes frescas maceradas em agua foram
submetidas a filtragdes sequenciais em tamises com malhas de granulacdes decrescentes (1
mm; 0,105 mm; 0,055 mm e 0,025 mm). O material retido na Gltima etapa de filtracdo (0,025
mm) foi recuperado em agua e centrifugado (3000 rpm/ 5 min). Ao precipitado resultante foi
adicionada solucdo saturada de agUcar cuja densidade permite a flutuacdo dos ovos. Apos
centrifugacdo nas mesmas condicGes anteriores, 0 sobrenadante contendo os ovos foi filtrado
(tamis 0,025 mm) e 0s ovos recuperados por retencdo foram ressuspensos em agua destilada
(HUBERT; KERBOEUF, 1984).

4.3 Enzimas

As enzimas tripsina (EC 3.4.21.4; origem: pancreas bovino; atividade: > 10.000
unidades por mg de proteina), pronase E (EC 3.4.24.4; origem: Streptomyces griseus;
atividade: >4 unidades por mg de solido) e papaina (EC 3.4.22.2; origem: latex de maméo;
atividade: 18 unidades por mg de proteina) foram adquiridas da Sigma-Aldrich (Saint Louis,
USA).
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4.4 Reagentes quimicos e outros materiais

Ditiotreitol (DTT), acrilamida, bisacrilamida, [-mercaptoetanol, tricina, albumina
sérica bovina, N-a-benzoil-DL-arginina-p-naftilamida (BANA), N-a- benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida (BApNA) e 4-(Dimethylamino)-cinnamaldehyde solution (DMACA) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). Dodecil sulfato de sbédio (SDS) foi
adquirido da Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha). Marcador de massa molecular e azul de
bromofenol foram adquiridos da Bio-Rad Laboratories (Hercules, Califérnia, EUA).
N,N,N’,N’,- tetrametiletilenodiamino (TEMED) e azul de coomassie brilhante G-250 foram
adquiridos da Vetec Quimica Fina LTDA (Rio de Janeiro, Brasil). Coomassie Brilliant Blue R
250 foi adquirido da Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Alemanha). Ivomec Solugéo
Oral contendo ivermectina a 0,08% foi adquirida da MERIAL (Campinas, Sdo Paulo, Brasil).
As matrizes cromatograficas foram adquiridas da Sigma-Aldrich (Chitosan) e GE HeathCare
(Source 30S). Membranas de celulose para tubos de didlise ( cut off 12 e 2 kDa) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e

obtidos comercialmente.

4.5 Obtencéao do extrato aquoso de sementes de M. oleifera Lam. e fracionamento de

proteinas totais por membranas

Inicialmente, as sementes de Moringa oleifera Lam. foram submetidas a
destegumentacdo manual e em seguida realizado o processamento de suas améndoas em
moinho elétrico para obtencdo de uma fina farinha.

Sem qualquer tratamento prévio, a extracdo proteica ocorreu pela adicdo de agua
destilada a farinha obtida, obedecendo a uma proporc¢édo de 1:10 (m/v). A referida solucéo foi
mantida sob agitacdo constante durante 1 hora em temperatura ambiente (25 °C). Apds este
periodo, a suspensao foi filtrada em pano de trama fina e o filtrado foi centrifugado a 10.000 x
g por 30 min. O material precipitado foi descartado e o sobrenadante obtido denominado de
extrato aquoso (EA) total.

O EA obtido a partir das sementes de moringa foi fracionado por dialise em membrana
de cut off 12 kDa a 4 °C contra agua destilada na proporcao de 1:10 (EA/agua), durante 48
horas com trocas realizadas a cada 24 horas. Das fracfes resultantes do processo de dialise
apenas a fragdo ndo retida na membrana, contendo moléculas menores de 12 kDa

(denominada D12), foi selecionada para prosseguir nas investigacfes, pois como ja
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demonstrado por Salles et al. (2014) os agentes ovicidas presentes nas sementes de moringa
compreendem moléculas com massas inferiores a 12 kDa.

Em virtude da provavel contaminacdo da fracdo D12 por metabdlitos secundarios, que
em sua maioria apresentam massas moleculares bem pequenas, atingindo o maximo de 3 kDa
no caso de alguns taninos (PEREIRA; CARDOSO, 2012), a referida fragdo foi entfo
submetida a um novo fracionamento em membrana de cut off 2 kDa. O material foi dialisado
exaustivamente contra agua destilada, 4 °C, sendo a fragéo retida denominada D2 (Figura 3).
A fragdo D2, considerada como material de partida deste trabalho, foi utilizada em todas as
etapas posteriores de isolamento bioguiado de compostos de natureza proteica/peptidica com
acdo ovicida. A obtencdo de fragcOes concentradas em cada uma das etapas anteriormente
citadas foi realizada em sistema de rotaevaporacgdo a vacuo a temperatura de 60 °C.

Figura 3 - Esquema de obtenc¢do das fracfes proteicas das sementes de moringa.

Sementes

I% Destegumentac@o e processamento
Farinha
Agua destilada/Agitagdo 1h, 25 °C/Filtragdo

Centrifugagdo 10.000 x g, por 30 min

Precipitado Sobrenadante
Descartado E Filtragdo em papel
*Extrato aquoso
(EA)

% Didlise em membrana cut off 12 kDa

Fracao retida *Fracio nao
(D>12) retida (D12)
Descartado ——— Didlise em membrana cut off 2 kDa
| |
Fracio nio *Fracao retida - - =
retida (D<2) (D2) Selecionada para purificagio

dos compostos ovicidas de
| natureza proteica/peptidica.

* Rotaevaporacdo/60 °C Descartado
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4.6 Determinaco de proteinas totais

A determinacdo da concentracdo de proteinas totais foi realizada seguindo
metodologia descrita por Bradford (1976), utilizando a albumina sérica bovina como padrao.

4.7Analises eletroforéticas

4.7.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE)

FracOes proteicas foram analisadas eletroforeticamente de acordo com o método
descrito por Laemmli (1970) utilizando géis de poliacrilamida 12,5% em condi¢Oes
desnaturantes (SDS-PAGE). As amostras foram dissolvidas em tampéo Tris-HCI 0,125 M, pH
6,8, contendo SDS 1%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01% na presenca ou auséncia de
B-mercaptoetanol 5,0% e aquecidas a 100 °C, por 5 min, centrifugadas a 10. 000 x g, 10 min,
a 25 °C, antes da aplicacdo no gel. A corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical
(HOEFER SE 250, Amersham Biosciences), no qual os géis foram submetidos a uma
voltagem de 500 V, amperagem de 20 mA e poténcia de 30 W. Como padrdes de massas
moleculares foi utilizado um kit (Bio-Rad) contendo: miosina (200 kDa), B-galactosidase
(116 kDa), fosforilase B (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa),
anidrase carbdnica (31 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa), lisozima (14,4 kDa) e
aprotinina (6,5 kDa). Ap0s a corrida, os geéis foram fixados em metanol 40% e acido acético
10% por 30 min e em seguida mantidos em solucdo corante coloidal contendo sulfato de
amonio 8%, acido fosforico 0,8%, metanol 20% e Coomassie Brilliant Blue G-250 0,08% até

visualizacdo das bandas.

4.7.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de tricina (Tricina-SDS-PAGE)

Para uma melhor resolucdo das bandas proteicas de baixa massa molecular presentes
em D2 foi utilizada a técnica eletroforética descrita por Schagger e VVon Jagow (1987). Géis
de empilhamento, espacamento e separacdo foram preparados em concentracdes de acrilamida
a 4%, 10% e 16%, respectivamente. Amostras de D2 foram dissolvidas em tampao Tris-HCI
0,05 M, pH 6,8, contendo SDS 4%, glicerol 12% e azul de Coomassie G-250 0,01% na

presenca de B-mercaptoetanol 2,0%. Adicionalmente, foram obtidas também amostras de D2
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na presenca de concentragfes variaveis de 5 a 200 mM de ditiotreitol (DTT). Apds a adicéo
de DTT, as amostram foram aquecidas a 100 °C, por 5 minutos, centrifugadas a 10. 000 x g,
10 min, a 25 °C, antes da aplicacdo no gel. As condicdes de corrida e revelacdo dos géis foram
realizadas como ja descritas acima. Analises densitométricas dos perfis eletroforéticos foram
obtidas utilizando o software GelAnalyzer.

4.8 Deteccdo de proteinas bioativas em D2

4.8.1 Atividade inibitéria da papaina

Os ensaios para deteccdo da atividade inibitdria da papaina (EC 3.4.22.2) foram
realizados utilizando metodologia descrita por Abe et al. (1992). Aliquotas de 100 pL de
solucgéo de papaina (0,02 mg/mL) foram incubadas com 40 pL de solucéo ativadora preparada
em tampdo fosfato de sddio 0,2 M pH 6,0 contendo EDTA (acido etileno diaminotetracético)
0,1 M e DTT 2 mM. Foram adicionados ainda, 300 pL de tampéo fosfato de sodio 0,2 M, pH
6,0 e 200 pL de D2 (50 pg de proteinas) permanecendo por 10 minutos a 37 °C em banho-
maria. Apos esse intervalo, a reacéo foi iniciada adicionando-se 200 pL do substrato sintético
Na-benzoil-DL-arginina-p-naphitilamida (BANA) em concentracdo de 1 mM. A reacdo
permaneceu por 20 minutos nas mesmas condi¢des de incubacdo e, apos esse tempo, foi
interrompida por adicdo de 500 pL de solugdo de HCI 2% em etanol. O material foi retirado
do banho e ap6s 5 minutos foi acrescentado 500 pL do cromdgeno 4-
Dimetilaminocinamaldeido (DMACA) 0,06%. Ao final de 30 minutos, a absorbancia foi
medida a 540 nm. Para mensurar a atividade papainasica (controle positivo), os 200 pL de
amostra foram substituidos por tampéo fosfato de sodio 0,2 M, pH 6,0. Nas provas em branco
(controle negativo), a reacdo foi interrompida antes da adicdo do substrato (BANA). Os
ensaios foram realizados em triplicata. A atividade inibitéria foi expressa como atividade
especifica (Ul/mg de proteina) e em porcentagem de inibicdo. Uma unidade de atividade
inibitoria de papaina (Ul) foi definida como sendo a quantidade de inibidor necessaria para
reduzir a atividade da enzima em 0,01 da absorbancia a 540 nm e a atividade da enzima na

auséncia da amostra testada foi considerada como 100% de atividade enzimatica.
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4.8.2 Atividade inibitdria da tripsina

Os ensaios para deteccdo da atividade inibitéria da tripsina (EC 3.4.21.4) foram
realizados utilizando metodologia descrita por Erlanger et al. (1961), com algumas
modificacdes. As aliquotas de 80 pL de solucio de tripsina 0,1 mg/mL em HCI 1 mM foram
adicionados 200 pL de D2 (100 ug de proteinas) e tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5 g.s.p 800
pL. A mistura foi entdo incubada a 37 °C em banho-maria, por 10 minutos. Apos esse
intervalo, a reacdo foi iniciada adicionando-se 500 pL do substrato sintético a-Benzoil-
Arginina-p-Nitroanilida (BApNA) em concentra¢do de 1 mM. A reagdo permaneceu por mais
15 minutos nas mesmas condi¢des de incubacdo e, apds esse tempo, foi interrompida por
adicdo de 200 pL de acido acético 30%. Nas provas em branco (controle negativo), a reacdo
foi interrompida antes da adicdo do substrato (BApNA). O material foi retirado do banho e
apo6s 10 minutos a absorbancia foi medida a 410 nm. Para mensurar a atividade da tripsina
(controle positivo) os 200 pL de amostra foram substituidos por tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH
7,5. Os ensaios foram realizados em triplicata. A atividade inibitdria foi expressa como
atividade especifica (Ul/mg de proteina) e em porcentagem de inibicdo. Uma unidade de
atividade inibitoria de tripsina (Ul) foi definida como sendo a quantidade de inibidor
necessaria para reduzir a atividade da enzima em 0,01 da absorbancia a 410 nm e a atividade
da enzima na auséncia da amostra testada foi considerada como 100% de atividade

enzimatica.

4.8.3 Testes de capacidade floculante

Agua turva sintética para os testes de coagulacio foi preparada de acordo com
Ghebremichael et al. (2005). Suspensdo de argila 1% preparada em agua da torneira foi
submetida a agitacdo por 30 minutos e em seguida mantida em repouso por 24 horas para
completa hidratacdo. Apds este periodo, o sobrenadante foi analisado a 500 nm, sendo
definida como solucdo com turbidez ideal aquela que apresentasse ODsgo entre 0,6 e 0,8.
Amostras de 10 pL de D2 (nativa, pos-digestdo enzimatica ou reduzida com DTT 200 mM),
encerrando concentragdes finais variando entre 0,5 e 10 g de proteinas, foram adicionadas a
1 mL da solucdo de argila em cubetas de plastico e homogeneizadas instantaneamente por
inversdo. Sulfato de aluminio 5% (polimero catiénico sintético) foi utilizado como controle
positivo e a solugdo de argila na auséncia das amostras foi utilizada como controle negativo.

As misturas foram mantidas em repouso por 2 horas e a absorbancia mensurada a 500 nm.
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Valores de ODsq referentes as amostras em agua foram descontados da mistura final (amostra
+ solugéo de argila). Durante os primeiros 60 minutos a absorbancia foi registrada em
intervalos de 5 minutos, passando a intervalos de 10 minutos no tempo remanescente. Para
amostras de concentragdes inferiores a 2,5 pg de proteinas, registros da ODsgo apds 24 horas
de contato com a solugdo de argila foram necessarios. A atividade floculante foi avaliada
através de reducdo da absorbancia da solucdo inicial. A porcentagem de floculacdo foi
calculada considerando a ODsq inicial das amostras como 100% de turvacao.

4.9 Resisténcia a protedlise com pronase E

A resisténcia a protedlise de D2 (100 pg de proteina/mL) foi avaliada frente a
diferentes tempos de exposi¢do enzimatica. As amostras foram submetidas a digestdo com
pronase E (0,1 mg/mL), sendo BSA utilizada como controle positivo. As reacdes foram
realizadas a 37 °C empregando-se a relacdo de 1:100 (enzima:D2) em tampéo Tris-HCI 0,025
M, pH 7,5 com CaCl, 5 mM. Imediatamente apos incubac¢do com a enzima, foram retiradas
aliquotas da solucdo de digestéo (tempo zero). Novas aliquotas foram obtidas nos tempos de 6
e 24 h. Ao final de cada intervalo de tempo, as reacdes foram interrompidas por aquecimento
a 80 °C por 5 minutos. Os produtos das reagbes foram analisados por SDS-PAGE 12,5%

seguindo a metodologia descrita anteriormente.

4.10 Efeito de D2 sobre a ecloséo de ovos de H. contortus (COLES et. al., 1992).

Para determinacdo do efeito ovicida de D2, suspensbes (0,1 mL) de ovos frescos
(n=100) foram distribuidas em placas de 24 pocos, sendo acrescentadas aliquotas de 400 pL
de D2 preparada em agua destilada, encerrando concentracdes finais de 20 a 100 pg de
proteinas. Apds homogeneizacdo manual, as placas foram mantidas a temperatura ambiente
(25 — 27 °C) por 24 h. Em seguida, 500 pL de uma solucdo de formol 5% foram adicionados
em cada poco a fim de interromper o processo de desenvolvimento. A contagem do ndmero
de ovos e larvas de primeiro estddio - L1 (Figura 4) foi realizada por visualizacdo em
microscopio invertido com aumento de 100 vezes. As porcentagens de eclosdo e de inibicéo
da eclosdo foram calculadas utilizando as férmulas (1) e (2). Como controle positivo foi
utilizado o anti-helmintico sintético ivermectina 0,08%. Agua destilada foi utilizada como

controle negativo.
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Figura 4 - Ovos e larvas de primeiro estadio (L1) de H. contortus visualizados durante a contagem das placas.

Fonte: Préprio autor.

A e B — Ovo embrionado e larvado, respectivamente; C — L1 eclodindo; D — L1 eclodida. Aumento de 100 x.

FORMULAS:

nimero de L1

*100

% eclosdo =
numero de ovos + nimero de L1

% eclosido dos tratamentos

% Inibicao da eclosao = 100 — - .
% eclosio do controle negativo

* 100

)

2)
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4.11 Obtengéo do perfil cromatogréfico de D2 em HPLC

Amostras bioativas solubilizadas em agua ultra pura (5 pug de proteinas/mL), nativas e
reduzidas com DTT (5, 50 e 200 mM), foram cromatografadas em sistema HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) utilizando cromatégrafo analitico Knauer Smartline
Pump 1000, equipado com forno e detectores de ultravioleta-visivel. Volumes de 100 pL de
amostra foram injetados em coluna de silica Eurospher (250 x 4 mm de didametro interno,
particulas de 5 um). Para eluicdo do material, foi utilizada uma alimentagdo isocratica com
100% de &gua ultra pura durante 10 minutos a temperatura e vazdo controladas em 15°C e 1

mL/min, respectivamente. As corridas foram monitoradas a 220 nm.

4.12 Cromatografia de troca ibnica

Fracdo proteica D2 (1 mg de proteina) foi aplicada em coluna (1 x 5 cm) empacotada
com matriz Source 30S, respeitando o tempo de 1 hora de contato. Para eluicdo do material
ndo retido foi utilizada apenas agua destilada (pH em torno de 6,5), enquanto que, para
eluicao do material retido foi utilizada uma alimentagao do tipo “step-wise” com solugdes em
concentragdes de 50, 100, 200, 500 mM e 1 M de NaCl. Em fluxo de 1 mL/min, fracGes de 2
mL/tubo foram coletadas e suas absorbancias monitoradas a 280 nm. Os picos retidos foram
exaustivamente dialisados contra agua destilada e submetidos a testes de bioatividade e

andlise eletroforética.

4.13 Espectroscopia de dicroismo circular (CD) dos picos obtidos na cromatografia de

troca ibnica

Os espectros de CD dos picos cromatograficos obtidos em matriz Source 30S foram
registrados em espectropolarimetro JASCO J-815, em atmosfera de nitrogénio a 25 °C, na
faixa de 190 a 260 nm em cubetas de quartzo retangulares de caminho Optico de 1 mm, com
uma média de 8 varreduras. As amostras encontravam-se dissolvidas em agua, sendo a
interferéncia da mesma subtraida dos espectros e os resultados expressos em elipticidade
molar. As estimativas das contribuicdes de estrutura secundaria por espectro de CD foram
realizadas utilizando o servidor online K2D3 (LOUIS-JEUNE; ANDRADE-NAVARRO;
PEREZ-IRATXETA, 2011).
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4.14 Estudo do modo de acdo do efeito ovicida de D2

Investigacdes acerca de possiveis modos de interacdo peptideo/ovo foram realizadas
levando em consideragdo propriedades quimicas apresentadas pelas moléculas proteicas em
estudo.

No intuito de obter indicios sobre possiveis vias de interacdo, D2 foi avaliada quanto a
sua capacidade de ligacdo a quitina, um dos principais constituintes da casca do ovo de H.
contortus, bem como de outros vermes. Amostras contendo aproximadamente 40 ug de
proteina foram aplicadas em coluna de quitina (1 x 5 cm) a um fluxo de 2 mL/min. Apds o
tempo de contato de 1 hora, a coluna foi eluida com &gua destilada até completa remocéo das
moléculas ndo adsorvidas a matriz. A elui¢do de possiveis moléculas adsorvidas a quitina foi
realizada com solucdo de acido acético 1 M, pH 3. FracOes de 2 mL/tubo foram coletadas e
suas absorbancias monitoradas a 280 nm. O pico retido foi imediatamente dialisado contra
agua destilada. Todos os materiais obtidos foram analisados através do teste de eclosdo de
0VOS.

Mecanismo de interacOes eletrostaticas, atribuido ao efeito floculante de compostos
dotados de alta densidade de cargas, foi também utilizado para especular o efeito ovicida de
D2. Para tanto, D2 (80 ug de proteinas) e sulfato de aluminio (0,00125% - 0,0150%), ambas
amostras carregadas positivamente, foram ensaiadas em teste de eclosédo de ovos sendo o
efeito ovicida das amostras também avaliado apds alteracdo da forca idnica do meio através

da adicdo do eletrolito NaCl a uma concentracgdo final de 0,15 M.

4.15 Analise estatistica

Os resultados, cuja analise estatistica se fizeram necessarios, foram expressos com
média * erro padrdo da média e a avaliacdo estatistica foi realizada através de ANOVA. Teste
de Bonferroni ao nivel de significancia de 0,05 foi utilizado para comparacdes multiplas dos
grupos de tratamento. Dados de EC50 e EC90 foram determinados utilizando o modelo de

regressao linear através do programa estatistico IBM SPSS Statistics 20.
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5.1 Obtencéo de fragdo proteica ovicida em sementes de moringa

Os contetdos proteicos das diferentes fracdes obtidas a partir das sementes de moringa
estdo apresentados na tabela 1. O extrato aquoso (EA) exibindo concentracdo proteica média
de 3,988 + 0,005 mgP/g de farinha ao ser avaliado quanto sua potencialidade ovicida in vitro
foi capaz de inibir em 96 £ 0,8% a taxa de eclosdo de ovos de H. contortus quando utilizada
uma concentracdo final de 50 pg de proteina (Figura 5). Ao ser realizado o fracionamento do
contetdo de proteinas totais presentes no EA, através de didlise em membrana de 12 kDa,
duas fracOes proteicas iniciais foram obtidas: a primeira, denominada D>12 (1,040 £ 0,059
mgP/gF), foi referente ao material retido na membrana e, portanto, contendo moléculas de
altas massas moleculares (> 12 kDa); ja a segunda fracdo obtida foi correspondente ao
material ndo retido na membrana, sendo denominada apenas D12 (0,146 + 0,028 mgP/gF) e
contendo moléculas de baixa massa molecular (< 12 kDa). A fragdo de baixa massa (D12)
deteve, completamente, o arsenal de moléculas ovicidas, sendo responsavel por 98 + 0,4 %
(50 pg de proteina) da taxa inibitoria de ecloséo (Figura 5).

ApoOs confirmacdo de que apenas as moléculas com massa inferior a 12 kDa
apresentavam efeito ovicida, dois grupos de moléculas ainda poderiam ser apontados como 0s
responsaveis pela atividade em questdo: proteinas/peptideos e/ou metabolitos secundarios. A
fim de comprovar a relacdo de moléculas de origem proteica com a atividade ovicida, a fracéo
D12 foi, entdo, submetida a um segundo processo de dialise, porém em membrana de cut off 2
kDa, uma vez que a grande maioria dos compostos provenientes do metabolismo secundario
apresentam massas inferiores a 3 kDa. Como resultado dessa etapa, novamente foram obtidas
moléculas retidas e ndo retidas na membrana, sendo estas fracdes denominadas de D2 e D<2,
respectivamente. Ambas as fracGes obtidas exibiram potentes efeitos ovicidas demonstrados
por taxas inibitérias da eclosdo da ordem de 82 + 1% para D2, quando utilizada a
concentracdo maxima de 100 pg de proteina, e 100 + 0% para D<2 (Figura 5). Vale ressaltar
que embora o efeito de D<2 tenha sido melhor, apenas D2 apresentou conteddo proteico
(0,038 £ 0,002 mgP/gF) e seu efeito foi semelhante ao da ivermectina usada como controle
positivo. Logo, este resultado demonstra a existéncia de compostos de naturezas distintas
envolvidos com o efeito ovicida exibido pelo EA das sementes de moringa. Buscando uma
melhor caracterizacdo da fracdo proteica com atividade ovicida, a fracdo D2 foi utilizada nas

etapas subsequentes deste trabalho.
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Tabela 1 — Contelido proteico de fragdes obtidas a partir das sementes de M. oleifera Lam.

Fragdes (mgP/gF)? Rendimento (%)°
EA 3,988 = 0,005 100
D>12 1,040 + 0,059 26,1
D12 0,146 £ 0,028 3,7
D2 0,038 £ 0,002 1
D<2 ND* -

EA: Extrato aquoso das sementes; D>12 e D12: fracdes retidas e ndo retidas ap6s dialise em membrana cut off
12 kDa, respectivamente; D2 e D<2: fracdes retidas e ndo retidas apos dialise em membrana cut off 2 kDa,
respectivamente. ND*: N&o detectado. Os experimentos foram realizados em triplicata e os valores estdo
expressos em média * desvio padréo.

# Quantidade total de proteina recuperada (mg) a partir de 1 g de farinha de M. oleifera.

® Rendimento proteico de cada fracio (EA igual a 100%).

Figura 5 - Efeito de fracBes de sementes de M. oleifera Lam. sobre a taxa de eclosdo de ovos de H. contortus.
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Teste in vitro de ecloséo de ovos foi utilizado a fim de avaliar o efeito ovicida. Para amostras do extrato aquoso
(EA) total e da fracdo D12 foi utilizada a concentracdo proteica Unica de 50 pg. Para a fracdo D2 concentracdes
variando entre 20 e 100 pg de proteinas foram testadas. Volumes de 400 pL foram utilizados para avaliar a
atividade da fracdo ndo proteica D<2. Ivermectina 0,08% foi utilizada como controle positivo. Os valores estdo
expressos em média + desvio padréo. Letras diferentes indicam valores que diferiram significativamente (P <
0,05) pelo teste de Bonferroni.
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5.2 Anélises eletroforéticas e perfis cromatograficos em HPLC

Quanto ao perfil eletroforético das diferentes fragGes proteicas ativas (Figura 6) foi
observado que para 0 EA houve consideravel variacdo de bandas, cujas massas moleculares
apresentaram-se abaixo de 97 kDa, com destaque para uma banda bastante proeminente de
aproximadamente 6,5 kDa. O perfil demonstrado pelas fragdes D12 e D2, contendo apenas
proteinas de baixa massa, foi comparado atraves de eletroforese em gel de tricina na presencga
¢ auséncia do agente redutor B-mercaptoetanol. O padréo proteico manteve-se 0 mesmo apos
D12 ser dialisada em membrana de 2 kDa. Curiosamente, em ambas as formas reduzidas e
ndo reduzidas foram observadas duas bandas proeminentes: uma na altura de 6,5 kDa e outra
entre 14 e 21 kDa. No entanto, nas amostras contendo o agente redutor foi observado que a
banda de massa mais elevada tornou-se menos perceptivel, enquanto que a banda de 6,5 kDa

tornou-se mais evidente.

Figura 6 - Perfil eletroforético de fracOes proteicas ovicidas presentes em sementes de M. oleifera Lam.

kDa M EA kDa M B+ B- B+ B-

116

97

45

6.5

A B

A: SDS-PAGE 12,5% - M: Marcador de massa molecular; EA: Extrato aquoso (10 pg de proteina) dissolvido
em tampao Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8, contendo SDS 1%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01% na presenca
B-mercaptoetanol 5%. B: Tricina-SDS-PAGE - Amostras de 1 pg de proteina foram dissolvidas em tampéo
Tris-HCI 0,05 M, pH 6,8, contendo SDS 4%, glicerol 12%, azul de coomassie G-250 0,01% na presenca (p+) ou
auséncia (-) de p-mercaptoetanol 2,0%; Linha 1 e 2: Fragdo D12 na presenca e auséncia de 3-mercaptoetanol,
respectivamente; Linha 3 e 4: Fragdo D2 na presenca e auséncia de B-mercaptoetanol, respectivamente;
Coloragdo com Coomassie Coloidal G-250.
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Analises comparativas entre D12 e D2 foram conduzidas em sistema HPLC a fim de
avaliar quéo eficiente foi 0 segundo processo de dialise, no que diz respeito a purificacdo dos
compostos proteicos ativos. Para tanto, ambas as fracGes foram cromatografadas em coluna
analitica de silica (particulas: 5 um). A figura 7 mostra claramente que D12 apresentava
picos referentes a compostos que foram eliminados apds dialise em membrana de cut off 2
kDa. Portanto, uma simples etapa adicional de separacdo por membranas foi capaz de
fornecer material proteico ativo e com elevado grau de pureza.

Figura 7 - Perfil cromatografico (HPLC) de fracdes proteicas obtidas por dialises a partir do extrato aquoso das
sementes de M. oleifera Lam.
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Os cromatogramas foram obtidos utilizando coluna de silica (250 x 4 mm de didmetro interno, particulas de 5
pm). Fase movel 100% &gua ultrapura, fluxo de 1 mL/min, 15 °C. Volumes de 100 pL de amostra (5 pg de
proteinas/mL) foram aplicados. A e B- Cromatogramas referentes as fracdes D12 e D2, respectivamente. As
corridas tiveram duracgdo de 10 minutos e a absorbancia (mAU) foi monitorada a 220 nm.
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5.2.1 Associagdes em complexos proteicos

Apos a obtencdo de diferentes lotes da fracdo proteica D2, foi observado que os perfis
eletroforéticos, mesmo na presenga de B-mercaptoetanol, exibiam em comum uma banda mais
evidente na regido de 6,5 kDa, porém diversas outras bandas de massas moleculares bastante
elevadas também eram frequentemente detectadas, além da banda entre 14 e 21 kDa mostrada
anteriormente (Figura 6). Diante dessa situacdo, novas andlises eletroforéticas de D2 sob
condicdes nativas e reduzidas na presenca de diferentes concentracdes do agente redutor DTT
(5, 50 e 200 mM) foram conduzidas (Figura 8). Em adicdo, analises densitométricas e em
HPLC auxiliaram na interpretacdo dos resultados (Figura 9).

Sob condicGes ndo redutoras, D2 mostrou-se como bandas difusas de massas aparentes
variadas, incluindo bandas de altas massas. A reducdo completa de D2 a uma banda unica
proximo a 6,5 kDa so foi alcancada quando a concentracdo maxima de 200 mM de DTT foi
utilizada (Figura 9D). Perfis cromatogréaficos, obtidos em sistema HPLC, das amostras nas
diferentes condicOes testadas e analises densitométricas do gel evidenciam a eliminacéo
gradual de bandas correspondentes a proteinas de altas massas. No cromatograma para D2
ndo reduzida (Figura 9A), um pico notério eluido nos trés primeiros minutos foi
correspondente a banda mais intensa observada no gel, representada por proteinas menores de
14 kDa. Porém, notou-se que incrementos na concentracdo de DTT (Figura 9B, C e D) foram
capazes de promover um aumento consideravel na altura do referido pico (1400 mAU — 2800
mAU), indicando um agrupamento de moléculas com caracteristicas moleculares

semelhantes, demonstrado por eluicdes em mesmos tempos de retencao.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de tricina (Tricina-SDS-PAGE) da fracdo proteica
D2 sob condigdes reduzidas e ndo reduzida com ditiotreitol (DTT).
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Amostras contendo 10 pg de proteinas foram dissolvidas em tampéo Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8, contendo SDS
1%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01% na presenca ou auséncia do agente redutor ditiotreitol (DTT). M:
Marcador de massa molecular; Linha 1: Fracdo proteica D2 sob condi¢Bes ndo reduzidas; Linhas 2, 3 e 4:
Fracdo proteica D2 reduzida com DTT nas concentracdes de 5, 50 e 200 mM, respectivamente. Colora¢do com
Coomassie Coloidal G-250.
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Figura 9 - Anélises densitométricas e perfis cromatograficos (HPLC) obtidos da fragdo proteica D2 sob
condigBes reduzidas e nédo reduzida com ditiotreitol (DTT).
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Os cromatogramas foram obtidos utilizando coluna de silica (250 x 4 mm de didmetro interno, particulas de 5
pm). Fase movel 100% &gua ultrapura, fluxo de 1 mL/min, 15 °C. Volumes de 100 pL de amostra (5 pg de
proteinas/mL) foram aplicados. A: D2 na auséncia de agente redutor; B: D2 reduzida com DTT 5 mM. A
absorbancia (mAU) foi monitorada a 220 nm. Setas indicam os picos referentes as elui¢des do agente redutor
DTT. A andlise densitométrica foi realizada através do software GelAnalyzer. Bandas detectadas nos geis séo
exibidas como picos, sendo estes proporcionais & intensidade da banda medida em pixels.
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Os cromatogramas foram obtidos utilizando coluna de silica (250 x 4 mm de didmetro interno, particulas de 5
pm). Fase movel 100% &gua ultrapura, fluxo de 1 mL/min, 15 °C. Volumes de 100 puL de amostra (5 pg de
proteinas/mL) foram aplicados. C e D: D2 reduzida com DTT 50 e 200 mM, respectivamente. A absorbancia
(mAU) foi monitorada a 220 nm. Setas indicam os picos referentes as elui¢es do agente redutor DTT. A anélise
densitométrica foi realizada através do software GelAnalyzer. Bandas detectadas nos geis sdo exibidas como
picos, sendo estes proporcionais a intensidade da banda medida em pixels.
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5.3 Deteccao de proteinas bioativas em D2

5.3.1 Atividade floculante

Testes de floculacdo in vitro demonstraram que moléculas proteicas constituintes de
D2, além de serem fortes agentes ovicidas, dispdem ainda de eficiente poder floculante
(Figura 10A). Mesmo em concentracdo final de 2,5 pg, D2 foi capaz de reduzir em 92 +
1,5% a turbidez inicial de uma solucdo de argila, resultado esse semelhante ao obtido pelo
sulfato de aluminio 5% (coagulante sintético) que promoveu reducdo de 95 + 1%. Diferencas
expressivas na ODsyo foram observadas ja entre os primeiros 15-20 minutos, havendo reducéo
gradativa até o tempo final da analise. No entanto, para as amostras com concentraces
inferiores 2,5 pg de proteinas o efeito floculante sé foi observado apos 24 horas de contato
(Figura 10A).

Uma vez que interaces entre moléculas favorecendo a formacgdo de complexos
proteicos foram detectadas, surgiu o questionamento se as atividades dessas moléculas seriam
inerentes as suas unidades monomeéricas ou aos complexos por elas formados. Para tanto, D2
na presenca de DTT 200 mM foi novamente ensaiada quanto a sua capacidade ovicida e
floculante. O teste para avaliar a atividade inibitéria da eclosdo por D2 em seu estado
reduzido foi invalidado, pois o agente redutor DTT teve alto efeito embriotoxico sobre os
ovos de H. contortus. Visto que o DTT nédo interferiu no processo de floculagédo, esse ensaio
foi entdo utilizado para inferir os resultados de ambas as atividades (Figura 10B). A atividade

das proteinas presentes em D2 permaneceu inalterada mesmo apds completa reducéo.
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Figura 10 - Atividade floculante da fracéo proteica D2 de M. oleifera Lam.
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A: Atividade floculante de D2 em concentra¢Bes variando entre 0,5 e 10 pg de proteinas/mL de solugdo de
argila; B: Atividade floculante de D2 (2,5 pg) na auséncia ou presenga de DTT 200 mM (10 pL). A absorbancia
(densidade optica) foi monitorada a 500 nm por 2 ou 24 horas. Sulfato de aluminio 5% (Alum 5%) foi utilizado
como controle positivo. Os controles negativos correspondem as suspensdes de argila e DTT 200 mM na
auséncia de proteinas.
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5.3.2 Atividade inibitdria de proteases

Na presenca de D2, a uma concentracdo proteica final de 100 pg, a hidrdlise do
substrato sintético BApNa pela enzima tripsina foi parcialmente comprometida, havendo
inibicdo de aproximadamente 41% da atividade enzimatica (Tabela 2).

Quanto a capacidade de D2 em inibir proteases do tipo cisteinicas, resultados
surpreendentes foram detectados. Quando utilizados apenas 50 g de proteinas, D2 foi capaz
de inibir cerca de 99% a acdo hidrolitica da papaina sobre o substrato sintético BANA
(Tabela 2). Estes resultados demonstram o potencial de D2, também, como importantes

inibidores de proteases.

Tabela 2 - Efeito da fracdo proteica D2 de M. oleifera Lam. sobre a atividade enzimatica da tripsina e papaina.

Atividade inibitoria da tripsina Atividade inibit6ria da papaina
Fracédo % de Inibicdo Ativ. especifica % de Inibicdo Ativ. especifica
proteica (Ul/mg de proteina) (Ul/mg de proteina)
D2 40,65+ 10,8 138 99,22 £ 0,22 634

5.4 Avaliacdo da estabilidade proteolitica de D2

Uma vez que D2 exibiu efeito inibitorio apenas parcial sobre a acdo enzimatica da
tripsina, seu grau de estabilidade proteolitica frente a digestdo com proteases serinicas foi
investigado. Incubacéo de D2 com pronase E (mistura de proteases serinicas) foi realizada sob
condicBes controladas de temperatura (37 °C), utilizando BSA como controle positivo da
reacdo. A digestdo foi acompanhada em diferentes intervalos de tempo (0, 6 e 24 horas) e 0s
resultados avaliados por SDS-PAGE (Figura 11).

A andlise dos geis revelou que D2, aparentemente, manteve-se estavel a protedlise
mesmo apos 24 horas de digestdo enzimatica. Buscando outras evidéncias que comprovassem
esses resultados, o perfil de D2 em 0 e 24h também foi avaliado por densitometria e em
sistema HPLC (Figuras 12 e 13). Tais analises confirmaram a inalteracdo do perfil de D2

apos o processo de digestibilidade in vitro, indicando alto grau de resisténcia a protedlise.
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Figura 11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE 12,5%) de D2 e

BSA antes e ap6s ensaio de digestibilidade in vitro com pronase E.
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Amostras contendo aproximadamente 1 g de proteinas foram dissolvidas em tampéo Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8,
contendo SDS 1%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01% na presenga B-mercaptoetanol 5%. Coloracdo com

Coomassie Coloidal G-250.

Figura 12 - Andlises densitométricas dos perfis eletroforéticos de D2 antes e apds ensaio de digestibilidade in

Vitro.
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As SDS-PAGES 12,5% de D2 antes e apds ensaio de digestibilidade in vitro foram analisadas por densitometria
através do software GelAnalyzer. Bandas detectadas nos geis sdo exibidas como picos, sendo estes proporcionais
a intensidade da banda medida em pixels. A e B - Perfis densitométricos de D2 nos tempos 0 e 24 h de digestdo

com pronase E, respectivamente.



Figura 13 - Perfis cromatograficos (HPLC) obtidos da fragéo proteica D2 de M. oleifera Lam. antes e apds
ensaio de digestibilidade in vitro.
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Os cromatogramas foram obtidos utilizando coluna de silica (250 x 4 mm de didmetro interno, particulas de 5
pm). Fase movel 100% &gua ultrapura, fluxo de 1 mL/min, 15 °C. Volumes de 100 pL de amostra (5 pg de
proteinas/mL) foram aplicados. A e B — Perfis cromatograficos de D2 nos tempos 0 e 24 h de digestdo com
pronase E, respectivamente. A absorbancia (mAU) foi monitorada a 220 nm.
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A correlacdo positiva entre atividade floculante e ovicida presente nos peptideos
constituintes da fracdo D2 foi considerada para avaliar a atividade das amostras pés digestéo.
EC50 e EC90 para ambas as atividades foram determinadas através do modelo de regressdo
probit em software IBM SPSS Statistics 20 (Tabela 3). A obtencdo de EC90, para atividade
floculante, com uma quantidade proteica cerca de 250 vezes menor do que a necessaria para
obter o mesmo efeito em relacdo a acdo ovicida permitiu que o simples e rapido ensaio de
floculagdo pudesse ser utilizado para monitorar, indiretamente, a atividade ovicida das
amostras (Figura 14).

Mesmo apds 24 horas de digestdo enzimética ainda foi detectada atividade floculante
de D2. No entanto, em ambas as amostras correspondentes aos tempos 0 e 24h da digestdo
com pronase E, a atividade sé foi apreciavel apds 24 horas de contato com a suspensao de
argila (Figura 14). Este resultado se deve, provavelmente, a baixa quantidade proteica das
amostras, uma vez que, para quantidades menores que 2,5 pg de proteinas a capacidade

floculante mostra-se fortemente dependente do tempo.

Tabela 3 - Determinacdo da concentracao efetiva de 50% (EC50) e 90% (EC90) para as atividades floculante e
ovicida da fracdo proteica D2 de M. oleifera Lam.

D2 (ug de proteinas)

Atividades
EC50 (LC 95%) EC90 (LC 95%)
Floculante 0,001 (-) 0,812 (-)
Ovicida 42,399 (35,794 - 49,649) 202,277 (138,703 - 401,623)

Valores entre parénteses indicam limite de confianca de 95%.
(-): valores nao detectados.
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Figura 14 - Atividade floculante da fracéo proteica D2 de M. oleifera Lam. antes e ap6s ensaio de
digestibilidade in vitro.
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Aliquotas de D2 em concentrac@es estimadas entre 1 e 2,5 g de proteinas foram avaliadas antes e ap6s digestdo
com pronase E. A absorbancia (densidade dptica) foi monitorada a 500 nm por 24 horas. Solucao de argila na
auséncia de amostras foi utilizada como controle negativo.

5.5 Cromatografia de troca idbnica

O perfil cromatografico proveniente desta etapa resultou na separacdo de D2 em pelo
menos cinco picos (Figura 15). O primeiro pico, designado de PNR, foi referente ao material
ndo adsorvido, enquanto 0s picos remanescentes representaram o material eluido em
condicdes diferenciadas de sal e, portanto, designados de P50, P100, P200 e P500, referentes
as respectivas concentracdes de NaCl necessarias para romper a intera¢cdo dos mesmos com a
matriz. A analise eletroforética desses picos revelou que os compostos adsorvidos na coluna,
embora apresentassem diferentes forcas de interacdo com a matriz, sob condicdes reduzidas
mostraram-se todos como fortes bandas difusas de massa molecular aparente de 6,5 kDa
(Figura 16). Logo, a banda unica de 6,5 kDa inicialmente observada para fracdo D2, na
verdade tratava-se de uma mistura de, pelo menos, quatro isoformas proteicas com

caracteristicas moleculares bastante semelhantes. O elevado grau de pureza dos diferentes
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picos foi demonstrado por analise do material em sistema HPLC, cujos cromatogramas
obtidos podem ser observados na figura 17.

Tanto atividade ovicida quanto floculante foi demonstrada por todos os quatro picos
proteicos. As diferentes isoformas, mesmo separadamente, exibiram efeito inibitério da
eclosdo semelhante ao observado para lvermectina 0,08% (Figura 18). P100 exibindo
inibicdo da taxa de ecloséo de 84,6 + 4,7% foi o Unico a diferir significativamente (P < 0,05)
em relacdo ao controle positivo. Quanto a atividade floculante, indices maiores que 90% de
reducdo da turbidez foram alcancados, exceto para P50, que reduziu em cerca de 68% a
turbidez inicial de solucéo de argila (Figura 19).

Embora essa etapa cromatogréfica tenha elevado consideravelmente o grau de pureza
das proteinas ovicidas de moringa (Figura 17), devido ao baixo rendimento obtido no
decorrer do processo nao foi possivel (até o presente momento) quantificar o real fator de

purificacdo alcangado, sendo este estimado apenas até as etapas anteriores (Tabela 4).

Figura 15 - Perfil cromatografico da fragdo proteica D2 de M. oleifera Lam. em matriz de troca iénica (Source
30S).
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Volumes de 2 mL da fragdo proteica D2 (0,5 mg/mL) foram aplicados em coluna (5 x 1 cm) de resina cationica
(Source 30S) permanecendo em contato com a matriz por 1 hora antes do inicio da eluicdo. PNR — Pico nédo
retido eluido com 4gua destilada; P50 - P500 - Picos retidos e eluidos com stepwise salino de 50, 100, 200 e 500
mM de NaCl, respectivamente. Fracfes de 2 mL/tubo foram coletadas em fluxo de 1 mL/min e monitoradas a
280 nm.
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Figura 16 - Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de tricina (Tricina-SDS-PAGE) dos picos
resolvidos em matriz de troca iénica (Source 30S).
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Amostras contendo cerca de 3 ug de proteinas foram dissolvidas em tampdo Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8,
contendo SDS 1%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01% na presenca do agente redutor DTT 200 mM. M:
Marcador de peso molecular; PNR: Pico ndo retido; P50-P500: Picos retidos e eluidos com as respectivas
concentracdes de NaCl. Coloracdo com Coomassie Coloidal G-250.



Figura 17 - Perfis cromatogréaficos (HPLC) dos diferentes picos proteicos obtidos em cromatografia de troca
ibnica.
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Os cromatogramas foram obtidos utilizando coluna de silica (250 x 4 mm de diametro interno, particulas de 5
pm). Fase mével 100% &gua ultrapura, fluxo de 1 mL/min, 15 °C. Volumes de 50 pL de cada pico (3 g de

proteinas/mL) foram aplicados. A, B, C e D — Perfis de P50, P100, P200 e P500, respectivamente. A absorbancia
(mAU) foi monitorada a 220 nm.
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Os cromatogramas foram obtidos utilizando coluna de silica (250 x 4 mm de didmetro interno, particulas de 5
pm). Fase mével 100% &gua ultrapura, fluxo de 1 mL/min, 15 °C. Volumes de 50 pL de cada pico (3 pg de
proteinas/mL) foram aplicados. A, B, C e D — Perfis de P50, P100, P200 e P500, respectivamente. A absorbancia

(mAU) foi monitorada a 220 nm.
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Figura 18 - Efeito dos picos proteicos obtidos em cromatografia de troca iénica (Source 30S) sobre a taxa de
ecloséo de ovos de H. contortus.
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Os diferentes picos proteicos (P50 — P500) em concentracdo de aproximadamente 3,5 pg de proteinas foram
ensaiados em teste in vitro de eclosdo de ovos com adaptac@es, onde foram utilizados volumes correspondentes a
% dos volumes do teste original. Ivermectina 0,08% foi utilizada como controle positivo. Os valores estdo
expressos em meédia + desvio padrdo. Letras diferentes indicam valores que diferiram significativamente (P <
0,05) pelo teste de Bonferroni.
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Figura 19 - Atividade floculante dos picos proteicos obtidos em cromatografia de troca iénica (Source 30S).
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Amostras de 10 pL contendo aproximadamente 3,5 ug de proteinas foram avaliadas. A absorbéancia (densidade
Optica) foi monitorada a 500 nm por 2 horas. Sulfato de aluminio 5% (Alum 5%) e solu¢do de argila na auséncia
de amostras foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente.

Tabela 4 - Rendimento parcial de proteinas floculantes/ovicidas obtidas durante o processo de purificacéo.

Fragéo Atividade Atividade especifica Fator de Rendimento de
(unidades) (Unidades/mg) Purificagéo atividade (%)
EA 0,93 0,4 1 100
D12 0,75 0,7 1,8 48
D2 0,75 1,76 4.4 40

Os valores foram calculados considerando os resultados da atividade floculante, cujas unidades de atividade sdo
definidas como a diferenca entre a turbidez residual do controle negativo (RT pranco) € da amostra testada (RT
amostra) dividida pela turbidez residual do controle negativo: (RT pranco — RT amostra / RT branco)-



10
11
12
13
14
15
16
17
18

68

5.6 Anédlises espectroscdpicas por dicroismo circular — CD

O conteudo de estrutura secundaria para as diferentes isoformas proteicas, aqui
detectadas, foi estimado por medidas de CD no UV distante (190-260 nm). Nas condicOes
experimentais utilizadas, foi possivel evidenciar uma variabilidade de combinagdes entre
diferentes estruturas conformacionais. Trés das quatro isoformas, P50, P100 e P200,
apresentaram espectros tipicos de estruturas desordenadas (“random coil”), estes sdo
caracterizados pela presenga de uma banda positiva com maximo em torno de 212 nm e uma
banda negativa com minimo proximo a 195 nm (Figura 20A, B e C). De fato, os referidos
picos proteicos exibiram elevada semelhanca quanto as diferentes contribuicdes estruturais,
onde o predominio de mais de 70% do contetdo total foi referente a estruturas randdémicas
(Tabela 5). Por outro lado, P500 apresentou um padrdo espectral bastante diferenciado dos
demais. Para tal amostra, observou-se um espectro formado por minimos de elipticidade
molar em torno de 208 e 222 nm e um maximo proximo a 190 nm (Figura 20D). Tais sinais
obtidos para P500 sdo tipicos de conformacdes em alfa hélice, cujo tipo conformacional
mostrou-se responsavel por aproximadamente 70% do conteddo estrutural da amostra, sendo
0 arranjo total da estrutura secundaria complementado, quase que exclusivamente, por

composicdes ndo ordenadas (Tabela 5).
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Figura 20 - Espectros de dicroismo circular dos diferentes picos proteicos obtidos em cromatografia de troca
ibnica (Source 30S).
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Amostras (10-15 pg de proteinas/mL) foram diluidas em agua ultrapura (1:2). Os dados de CD foram registrados
na regido do UV-distante (190-260 nm) como média de 8 varreduras a 25 °C para cada solucdo proteica. A, B, C
e D correspondem aos espectros de CD para P50, P100, P200 e P500, respectivamente.
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Tabela 5 - Elementos de estrutura secundaria, estimados a partir de espectros de CD, dos diferentes picos
proteicos obtidos em cromatografia de troca idnica (Source 30S).

Elementos de Estrutura secundéria (%)

Picos (Source 30S)

a—hélice Cadeias—f3 Estruturas ndo ordenadas
P50 3,18 18,73 78,09
P100 4,01 24,33 71,66
P200 4,02 25,11 70,87
P500 69,02 0,04 30,94

Predi¢des quantitativas foram realizadas utilizando o servidor online K2D3.

5.7 Estudo do modo de acéo do efeito ovicida de D2

5.7.1 Afinidade a quitina

Anélise cromatografica em matriz de quitina foi utilizada para avaliar a
capacidade de interacdo de D2 com o referido polissacarideo, constituinte das cascas de ovos
de nematddeos (Figura 21). Embora tenha sido possivel a obtencdo de dois picos distintos
referentes a moléculas retidas (PR) e ndo retidas na matriz (PNR), o ensaio bioldgico desses
materiais, através do teste de eclosdo de ovos, revelou que a atividade ovicida majoritaria da
fracdo, se deve a moléculas que ndo apresentam afinidade a quitina (Figura 22). Portanto,

essa possivel via de interacdo foi descartada.
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Figura 21 - Cromatograma de afinidade da fragdo D2 de M. oleifera Lam.em matriz de quitina.
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Aliquotas de 2 mL da fragdo D2 (15 pg/mL) foram aplicadas em coluna de quitina (5 x 1 cm) permanecendo em
contato com a matriz por 1 hora antes do inicio da eluicdo. PNR: Pico nao retido eluido com agua destilada; PR:
Pico retido eluido com &cido acético 1 M. Fracbes de 2 mL foram coletadas em fluxo de 2 mL/min e
monitoradas a 220 nm.

Figura 22 - Efeito dos picos obtidos em cromatografia de afinidade a quitina sobre a taxa de ecloséo de ovos de
H. contortus.
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Aliquotas de 400 pL de cada pico (concentracdo proteica ndo determinada) foram utilizadas no ensaio. PNR:
Pico ndo retido; PR: Pico retido. Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes
indicam valores que diferiram significativamente (P < 0,05) pelo teste de Bonferroni.
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5.7.2 Forcas eletrostaticas

Ao ser analisado o comportamento do sulfato de aluminio (composto inorgéanico
carregado positivamente) sobre a taxa de eclosdo de ovos, resultados semelhantes aos
exibidos por D2 foram observados (Figura 23). Surpreendentemente, 0 composto cationico
sintético mostrou potente atividade inibitéria da eclosdo e, assim como em D2, uma forte
relacdo concentracdo-dependente foi demonstrada, sendo a concentracdo maxima utilizada
(0,015%) capaz de inibir em 94,7 £ 1,8% a taxa de eclosdo de ovos. Embora potenciais
atividades ovicidas tenham sido detectadas em ambas as amostras nenhum efeito
embriotoxico foi observado para as concentracdes testadas.

A fim de investigar o envolvimento de interacdes eletrostaticas com a acdo ovicida
novas andlises foram conduzidas. O comportamento de D2 e do sulfato de aluminio sobre a
eclosdo de ovos foi novamente avaliado, porém mediante alteracdo da forca ibnica do meio
atraves da adicdo de NaCl. Tal modificacdo nas condigdes do ensaio consistiu em verificar se
na presenca de particulas negativas (representadas aqui por ions CI) uma provavel interacéo
entre moléculas positivas (D2 e sulfato de aluminio) e os ovos seria afetada. A figura 24
representa o desempenho das amostras sob as duas condicGes testadas: em agua ou em
solucdo salina. Nota-se nitidamente que uma significativa inversdo do efeito inibitorio da
eclosdo foi alcancada por ambas as amostras quando estas foram expostas a presenca de ions
CI" (NaCl). Esses resultados sugerem que a neutralizagdo das moléculas ativas positivas por
cargas negativas foi, provavelmente, responsavel pela reducdo da atividade ovicida antes

observada.
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Figura 23 - Efeito de diferentes concentracdes de sulfato de aluminio sobre a taxa de eclosdo de ovos de H.
contortus.
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Ovos de H. contortus permaneceram em contato com o agente floculante, sulfato de aluminio, por 24 horas. Os
valores estdo expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam valores que diferiram
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Bonferroni.
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Figura 24 - Efeito inibidor da ecloséo por D2 e sulfato de aluminio na presenca de cloreto de sodio.

100 +
a
80 4 a
(@]
1 I
8
o 60
©
(10}
s
S 0l
o
S b
3 b
=
< 20 -
0 .
Alum 0,0025% D2 80 pugP

K H,0 EiHE NaCl 0,15 M

Sulfato de aluminio (Alum) e D2 foram ensaiados em teste in vitro de eclosdo de ovos encerrando concentracdes
finais de 0,0025% e 80 pg, respectivamente. Os meios aquosos utilizados nos testes consistiram em solucdo
salina (NaCl 0,15 M) ou apenas agua destilada. Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo. Letras
diferentes indicam valores que diferiram significativamente (P < 0,05) pelo teste de Bonferroni.
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7 DISCUSSAO
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Avancos cientificos e tecnoldgicos tém acelerado de forma extraordinaria o curso da
evolugédo. A combinacdo bem sucedida de conceitos compreendidos em biologia, engenharia e
quimica tem feito da biotecnologia uma ciéncia moderna capaz de oferecer inimeras
ferramentas que tém revolucionado as mais diversas areas, principalmente no que diz respeito
aos beneficios alcancados na area de satde tanto humana quanto animal (STRYJEWSKA et
al., 2013; EVENS; KAITIN, 2015). O manuseio e o controle de componentes bioldgicos tem
tornado possivel o desenvolvimento de novas técnicas para diagndsticos, prevencdo e
tratamento de varias doencas. Assim, a manipulacdo de micro-organismos, animais e até
mesmo de plantas sdo vistas, atualmente, como fontes importantes de moléculas para criacéo
e implementagdo de produtos com finalidades terapéuticas e preventivas (BANIASAD;
AMOOZGAR, 2015). No entanto, um longo caminho necessita ser percorrido até que um
organismo ou parte deste possa ser convertido em ferramenta biotecnologica.

Proteinas estdo entre as principais substancias de interesse para compor produtos
terapéuticos comerciais, uma vez que se tratam de moléculas abundantes, com diversificadas
funcbes terapéuticas e representam elementos cruciais em todos 0s processos bioldgicos,
porém seus tamanhos elevados e alta complexidade inviabilizam técnicas mais simples de
obtencdo como as de sintese quimica, sendo a principal forma de aquisi¢cdo o isolamento a
partir de fontes naturais ou por técnicas de DNA recombinante (REIS et al., 2009;
BANIASAD; AMOOZGAR, 2015). Ja os peptideos, fragmentos menores de aminoacidos
(massas inferiores a 10 kDa), alem de enorme potencial terapéutico destacam-se pela
capacidade em proporcionar produtos mais simples, multifuncionais, seguros, de elevada
eficcia e de facil obtencdo (FOSGERAU; HOFFMANN, 2015).

Inserido em um contexto que visa contribuir com novas estratégias de beneficiamento
e promocao da salde e bem estar animal, este trabalho foi fundamentado em etapas iniciais
(fase basica) de pesquisas voltadas para deteccdo de instrumentos biotecnolégicos almejando
futuras aplicacbes no campo da pecuaria. A investigacdo foi conduzida a partir das sementes
de Moringa oleifera Lam., uma importante espécie vegetal jA explorada por suas
potencialidades medicinais, cujo enfoque central foi dado as moléculas de origem proteica,
procedendo-se com a identificacdo, caracterizacdo de propriedades bioquimicas e aspectos
estruturais de moléculas que exibiram efeitos ovicidas sobre Haemonchus contortus, um
helminto de grande relevancia para satde de pequenos ruminantes e responsavel por baixos
indices de aproveitamento produtivo desses animais.

Durante a triagem inicial do extrato aquoso (EA) obtido a partir da farinha das

sementes de moringa, foi confirmado que as propriedades ovicidas observadas estavam
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relacionadas a conteudos de baixa massa molecular (<12 kDa) e que estes exibiam
determinada concentracdo proteica (0,146 + 0,028 mgP/gF). No entanto, Salles et al. (2014) ja
haviam sugerido que a natureza de compostos ativos contra o parasita, presentes nas sementes
de moringa, poderia ser tanto proteica ou ainda relacionada a metabdlitos secundarios, uma
vez que, o estudo citado avaliou apenas uma fragdo do EA contendo um “pool” de moléculas
menores que 12 kDa. Diante desse fato, a referida fracdo de baixa massa também obtida no
presente estudo (sendo aqui denominada de D12) foi submetida a um beneficiamento
adicional por dialise em membrana de cut off 2 kDa, cujo resultado evidenciado por HPLC
mostrou alta eficiéncia em promover a descontaminacdo do material proteico por compostos
de outra natureza. Dessa forma, o potencial ovicida de moléculas de origem proteica de
moringa pOde ser certificado. Portanto, ap6s confirmar as suspeitas de que mais de uma classe
de compostos estivesse relacionada a acdo ovicida investigada, pdde-se afirmar que o efeito
ovicida previamente observado por Salles et al. (2014) tratava-se, na verdade, de uma acao
conjunta de compostos proteicos e ndo proteicos. Embora a atividade da fragcdo ndo proteica
(100% de inibicdo) tenha se sobressaido a da fracdo proteica (82 = 1% de inibicdo), a
descoberta de uma nova espécie vegetal como fonte de peptideos potencialmente anti-
helminticos foi um resultado, per se, bastante inovador.

A relacdo de compostos de origem proteica, proveniente de vegetais, com atividade
bionematicida ainda é restrita. Proteases cisteinicas sdo 0s principais compostos proteicos a
serem relatados contra nematoides de interesse da medicina humana e animal, sendo a acéao
larvicida, por danos a cuticula, a mais observada (STEPEK et al., 2004; PHIRI et al., 2014),
com poucos relatos para os efeitos ovicidas (DOMINGUES et al., 2013; SOARES et al.,
2015). Por outro lado, proteinas bacterianas respondem pelos bionematicidas mais utilizados
no mundo (HU; AROIAN, 2012).

Durante a caracterizacdo da fracdo proteica ovicida de moringa aqui obtida e
denominada de D2, foi observado um perfil eletroforético inicial com pelo menos duas bandas
proteicas (~18 kDa; ~6,5 kDa). Porém, foi constatado que na presenga do agente redutor -
mercaptoetanol a banda de menor massa tornava-se bem mais evidente, sugerindo assim que a
ocorréncia de possiveis ligacbes dissulfeto poderia ser responsavel por associa¢Ges intra ou
intermoleculares. Diante da impossibilidade de moléculas com massas elevadas (> 12 kDa)
atravessarem o0s poros das membranas utilizadas nos processos de dialises, foi levantada a
hipdtese de que as bandas de alta massa, ali presentes, estariam sendo formadas
aleatoriamente por interagdes inespecificas entre as moléculas de massas menores, agora mais

concentradas. A fim de validar a referida hipGtese, o comportamento da fracdo D2 sob
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condicBes reduzidas e ndo reduzidas foi novamente avaliado. Porém, dessa vez partiu-se do
principio de que agentes redutores de grupos tiol, como B-mercaptoetanol e ditiotreitol (DTT),
embora desfagam ligagOes dissulfeto intra e intermoleculares e sejam utilizados para alcangar
0 desdobramento completo de moléculas proteicas, o DTT é o mais estavel desses agentes e
favorece a manutencdo das proteinas em seus estados reduzidos (GETZ et al., 1999). Assim,
D2 na auséncia e presenca de diferentes concentracdes do agente redutor DTT (5, 50 e 200
mM) foi novamente analisada. A visualizacdo de uma banda Unica apés condi¢cdo maxima de
reducdo (DTT 200 mM) resultou em uma conclusdo inicial de que D2 fosse entdo constituida
por unidades peptidicas de massa molecular aparente em torno de 6,5 kDa e que interacfes
inespecificas fortemente estabilizadas por pontes dissulfeto seriam, de fato, responsaveis por
formas oligoméricas observadas nos geéis.

A obtencdo dessas novas informacgdes acerca de D2 contribuiu fortemente para
prosseguir com a caracterizacdo das moléculas. Trabalhos anteriores realizados com sementes
de moringa relatam o isolamento de peptideos catidnicos com massas entre 6,5 e 7 kDa
(GASSENSCHMIDT et al., 1995) e suas associacdes em dimeros de ~13 kDa ou tetrdmeros
de ~26 kDa (NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995; SHEBEK et al., 2015)
como eficientes agentes floculantes usados para tratamento de potabilizacdo de aguas.
Embora complexos de massas diferentes tenham sido detectados nesse estudo, as semelhancas
entre os resultados para as unidades monomericas confluiram para a suposicdo de que
peptideos floculantes de moringa fossem 0s mesmos protagonistas do presente estudo, o qual
ineditamente revelou as importantes propriedades ovicidas de tais moléculas. A suspeita tao
logo foi confirmada ap0s ser verificada a intensa capacidade floculante de D2 tanto por suas
formas monoméricas (na presenca de DTT) quanto por seus complexos (fracdo nativa),
corroborando com os resultados de Ndabigengesere et al. (1995) que ndo observaram
diferencas na atividade floculante de mondmeros e dimeros (6,5 e 13 kDa). Estes resultados
propdem que tanto os complexos proteicos de diferentes tamanhos quanto os monémeros de
baixa massa dispdem dos requisitos necessarios ao desempenho de suas atividades, seja
floculante ou ovicida.

Visto que outras bioatividades inerentes a proteinas, como o potencial inibitério de
proteases, também ja tenham sido detectadas em sementes de moringa (SALLES et al., 2014),
uma avaliacdo da especificidade de D2 por proteases serinicas e cisteinicas foi entdo
conduzida. Ensaios de inibicdo enzimatica tendo tripsina e papaina como enzimas alvo
revelaram que as duas proteases ensaiadas tiveram suas atividades afetadas negativamente por

D2, sendo a maior acdo inibitoria (99,22 + 0,22%) direcionada a proteases cisteinicas (papaina).
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Portanto, além das atividades floculantes e ovicidas ja observadas, peptideos de moringa
também dispem de notoria habilidade para atuarem como inibidores enzimaticos. Vale
ressaltar que esse resultado é de extrema importancia, uma vez que, vinculada a acdo
terapéutica de proteinas e peptideos esta o grande desafio de torna-los viaveis para uso. A
maior limitacdo relacionada a biodisponibilidade dessas moléculas, visando administracéo via
oral, esta ligada ao fato de que suas a¢des sdo rapidamente suprimidas, principalmente, por
intensa atuacdo de enzimas proteoliticas presentes no trato digestivo (MELO; CUNHA;
FIALHO, 2012). Logo, o potencial inibitério apresentado, favorece uma possivel utilizagdo
dessas moléculas como drogas naturais capazes de serem administradas via oral e sem,
contudo, perderem drasticamente suas fungdes.

Embora exista uma grande variedade de compostos bioativos encontrados em M.
oleifera Lam., registros de inibidores proteicos para espécie sdo raros. Folhas e sementes de
moringa sdo os 6rgdos apontados como fontes de inibidores (BIJINA et al., 2011a; SALLES
et al., 2014). No entanto, contrariamente aos resultados aqui obtidos, séo relatadas moléculas
com atividades direcionadas, principalmente, a proteases serinicas. Bijina et al. (2011)
demonstraram que o extrato de folhas e sementes de moringa exerceram forte efeito inibitorio
sobre tripsina (77% e 63%, respectivamente), porém, ao prosseguirem nas analises com o0s
inibidores encontrados nas folhas registraram menores niveis de inibicdo da papaina (entre 50
e 60%) e quase nenhum efeito sobre pronase E (mistura de proteases serinicas). O inibidor
isolado das folhas de moringa revelou moléculas apresentando-se como bandas polipeptidicas
Unicas de massa molecular em torno de 23 kDa, cuja interacdo com matriz aniénica (DEAE),
durante as etapas de purificacdo, sugere que estas sejam moléculas dotadas de cargas
negativas (BIJINA et al., 2011b). Dessa forma, além da nova atribuicdo como moléculas
ovicidas, os peptideos purificados e caracterizados neste estudo sdo também, pela primeira
vez, demonstrados como potenciais inibidores de proteases presentes nas sementes de
moringa.

Sabendo que resisténcia a protedlise € uma importante caracteristica requerida para
moléculas proteicas candidatas a possiveis formulacdes terapéuticas e que inibidores de
proteases estdo dentre as proteinas de defesa vegetal que apresentam como caracteristica
principal a forte estabilidade proteolitica (OLIVEIRA; MACEDO, 2011), D2 foi avaliada
quanto ao seu comportamento frente a hidrdlise por proteases serinicas utilizando pronase E.
Mesmo diante da baixa atividade antitripsinica (138 Ul/mg) comparada a atividade
antipapainasica (634 Ul/mg), o ensaio de digestibilidade in vitro mostrou que D2 apresenta

alto grau de resisténcia a protedlise por proteases serinicas. Mesmo ap6s 24 horas de contato
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com pronase E os perfis eletroforéticos e cromatograficos (HPLC) de D2 mantiveram-se
inalterados, sugerindo que diferentes caracteristicas quimicas podem contribuir para
manutencdo de sua estabilidade.

Embora houvesse na literatura diferentes relatos do isolamento dos mesmos provaveis
peptideos de moringa aqui encontrados, uma intrigante afirmativa feita durante os estudos de
Ghebremichael et al. (2005), de que no extrato aquoso das sementes haveria a presenga de
pelo menos quatro moléculas proteicas homdlogas, impulsionou as investigacdes para a
obtencdo dessas diferentes isoformas de maneira que pudéssemos constatar algumas
diferencas entre elas e se estas influenciariam em suas funcionalidades.

Apesar da afirmativa descrita acima, trabalhos utilizando diferentes combinagdes de
matrizes cromatogréficas catidnicas s6 descrevem o isolamento de até trés isoformas,
denominadas MO 2.1, MO 2.2 e MO 2.3, e que exibem massas moleculares semelhantes
distribuidas por SDS-PAGE (~6,5 kDa). A determinacdo da estrutura primaria de MO 2.1
revelou uma molécula constituida por 60 residuos de aminoacidos que dispde de N-terminal
blogueado (GASSENSCHMIDT et al., 1995; GHEBREMICHAEL et al., 2005).
Recentemente, Shebek et al. (2015) trabalhando com o extrato aquoso das sementes de
moringa descreveu a presenca de dimeros provenientes da complexacdo da isoforma MO 2.1
e tetrdmeros provenientes da complexacdo das isoformas MO 2.1 e MO 2.2. Dados de
espectrometria de massas mostraram uma diferenca em apenas dois residuos de aminoacidos
de uma isoforma para outra.

Todavia, no presente estudo a utilizacdo de uma unica etapa cromatografica em matriz
catibnica (Source 30S) foi capaz de separar a fracdo proteica multifuncional (D2),
inicialmente obtida por dialise, em quatro amostras proteicas funcionalmente ativas. Estas
também apresentaram massas similares observadas em gel de tricina (~6,5 kDa) além de
perfis cromatograficos (HPLC) idénticos, cujos tempos de retencdo coincidem com o
apresentado por D2, onde os diferentes picos certamente se sobrepunham e revelavam-se
como um Unico pico. Assim, o presente estudo apresentou um método bastante simples e
eficaz para obtencdo de peptideos catibnicos, bem como de suas diferentes isoformas,
presentes no extrato aquoso das sementes de M. oleifera Lam. O método resume-se
basicamente em duas etapas de separa¢do por membranas e uma etapa cromatografica em
coluna de troca iénica.

Apesar das semelhancas, a andlise acerca do conteldo de estrutura secundaria das
quatro amostras evidenciou algumas diferencas entre as isoformas. Trés delas (P50, P100 e

P200) mostraram-se estruturalmente mais relacionadas, pois o padrdo conformacional
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predominante nessas moléculas foi o de estruturas randdémicas (aleatérias/desordenadas).
Devido a alta flexibilidade desse tipo de estrutura, diferentes mudancas conformacionais
podem ocorrer, sendo uma importante caracteristica para estes tipos de moléculas. O variado
grau de interacdo entre os mondmeros e a razdo da inespecificidade entre as interacoes
detectadas nesse estudo poderia, inclusive, ser decorrente de tal particularidade. Afinal, o
baixo nivel de ordenamento contempla vantagens tais como aumento na velocidade de
interacdo e habilidade de desempenhar mais do que uma funcédo, isto porque se moldam
facilmente para ligacéo a diferentes alvos (LOPES; GARCIA; DAMALIO, 2009). J4 a quarta
isoforma encontrada, P500, apresentou padrédo conformacional distinto, exibindo arranjos em
alfa hélice como conteldo majoritério. Este resultado é compativel com a predicéo obtida por
Shebek et al. (2015), através do servidor I-TASSER, para isoforma MO 2.1 que apresentou
estrutura secundaria rica em alfa hélice. No entanto, as analises espectroscopicas de dicroismo
circular aqui realizadas, avaliaram os peptideos apenas em seus estados livres. Assim,
variacdes desses dados devem ser consideradas, uma vez que, grandes numeros de peptideos
tém a caracteristica de apresentarem-se, em solucéo livre, como moléculas com pouca ou
nenhuma estrutura definida, porém quando em contato com uma determinada membrana alvo,
dobram-se e podem assumir diferentes conformacoes estruturais (AVITABILE; D’ANDREA;
ROMANELLI, 2014). Dessa forma, estudos posteriores ainda serdo necessarios para
esclarecer a relacao estrutural dos peptideos de moringa com suas funcdes ovicidas.

Apos breve caracterizacdo da fracdo proteica D2, foram conduzidos estudos visando
compreender quais mecanismos de interacdo poderiam estar envolvidos com os efeitos
ovicidas apresentados pela referida mistura proteica. Diante de diferencas entre as isoformas
ndo afetarem suas atividades, as moléculas foram analisadas em conjunto, superando assim
dificuldades relacionadas ao rendimento final dos peptideos isolados.

Recentemente foi demonstrado que proteinas ligantes a quitina presentes nas sementes
de moringa (Mo-CBP3 e suas diferentes isoformas), ja conhecidas por fortes propriedades
antifngicas, sdo importantes membros da familia proteica albumina 2S (FREIRE et al.,
2015). O estudo revelou ainda que Mo-CBP3; é composta por duas cadeias polipeptidicas de,
aproximadamente, 4 e 8 kDa, sendo estas estabilizadas por pontes dissulfeto. Contudo, a
informacao mais relevante consistiu no fato de que variantes naturais de peptideos floculantes
de moringa (Mo2.x) ao serem alinhados com as cadeias de ~8 kDa das isoformas de Mo-
CBP3, apresentaram identidade de sequéncias variando entre 70,6 - 93,1%. Assim, esses
resultados além de sugerirem possiveis precursores para 0s peptideos aqui estudados,

forneceram ainda um direcionamento para uma possivel via de interacdo peptideo/ovo. No
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entanto, de acordo com os dados obtidos apos eluicdo de D2 em matriz de quitina, foi
observado que as moléculas responsaveis por representativos efeitos ovicidas ndo
apresentaram interacdo com o polissacarideo. Entdo, considerando a possibilidade das
moléculas em estudo serem derivadas de proteinas ligantes a quitina, essa capacidade de
interacdo ndo estad relacionada a sequéncia de residuos constituintes de tais peptideos e,
portanto, impossibilitando a atuacdo dos mesmos por essa via de interacao.

Outra maneira de investigar o modo de acéo ovicida das moléculas foi baseando-se na
correlagdo funcional de D2 para atividades floculantes e ovicidas. A constatagdo dessa
bifuncionalidade foi um resultado extremamente vantajoso em varios aspectos. Primeiro, por
proporcionar um teste in vitro facil, rapido e que requer pequenas quantidades de material
comparadas ao teste de ecloséo de ovos. Assim, o ensaio de floculagdo pode vir a ser sugerido
como teste indireto para “screening” de grandes quantidades de amostras a serem investigadas
quanto suas potencialidades ovicidas. Além disso, o fato de estarmos trabalhando com
moléculas ja investigadas anteriormente trouxe-nos a possibilidade de resgatar inGmeras
informacOes ja descritas na literatura, acerca de caracteristicas peculiares desses peptideos,
permitindo a especulacdo de um possivel modo de acdo no que se refere a interacdo dessas
moléculas com os ovos de H. contortus.

A utilizacdo de polieletrolitos sintéticos, por exemplo, é uma pratica comum para
tratar e produzir agua apta ao consumo, porém algumas desvantagens e 0s riscos de residuos
dessas substancias para saude tém despertado o interesse pelo uso de compostos organicos.
Contudo, uma das importantes caracteristicas compartilnadas por agentes floculantes, para
que desempenhem seus papeis, € disporem de uma grande densidade de cargas (BOLTO;
GREGORY, 2007). Estando fundamentada nesse cenario é que Moringa oleifera Lam. tem
sido extensivamente explorada pelo grandioso potencial floculante de suas sementes. ApOs
muitos estudos foi demonstrado que 0s principais agentes responsaveis por esta propriedade
sdo compostos proteicos (peptideos e lectinas) que compartilham caracteristicas como alta
estabilidade térmica, além de apresentarem elevados valores de pl, o que lhes proporcionam
alta densidade de cargas positivas (SANTOS et al., 2009; BICHI, 2013). Estas informac6es
em conjunto com a teoria baseada na neutralizacdo de cargas por interacdes eletrostaticas, que
explica um dos diferentes tipos de mecanismos de floculacdo (BOLTO; GREGORY, 2007),
foi crucial para o direcionamento de propostas que ajudassem a compreender o efeito ovicida
também apresentado por estas moléculas.

Geralmente, as particulas de impurezas presentes na adgua apresentam-se carregadas

negativamente e por isso os polieletrélitos catidnicos sdo utilizados com frequéncia e
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mostram-se mais eficazes, sendo o sulfato de aluminio o mais conhecido. Dessa forma,
quando se investigou o comportamento dos polieletrdlitos catibnicos, sulfato de aluminio e
D2, compostos inorganicos e organicos, respectivamente, resultados similares foram
observados no que diz respeito ao poder inibitério da taxa de eclosdo de ovos. Assim como,
os dois agentes perderam sua eficacia na presenca de NaCl. Embora potenciais atividades
ovicidas tenham sido detectadas em ambas as amostras, nenhum efeito embriotéxico foi
observado para as concentragdes utilizadas, sugerindo que possiveis interacGes externas entre
moléculas e ovos estivessem envolvidas no processo.

Como ja demonstrado por Sengupta et al. (2012), moléculas positivas usadas como
coagulantes podem se ligar a superficie de ovos de helmintos por adsor¢do, acelerando o
processo de sedimentacdo e promovendo uma consideravel reducdo dos mesmos em aguas
contaminadas. Logo, o mecanismo de interacdo mais provavel para explicar o efeito ovicida,
talvez seja 0 mesmo utilizado para descrever o processo de floculacdo e baseia-se no fato de
ovos de helmintos também serem dotados de pequenas cargas de superficie negativas
(SENGUPTA et al., 2012). Assim, os resultados aqui apresentados sugerem que essa
interacdo entre cargas além de contribuir para os efeitos coagulantes, poderia também ser a
responsavel por provocar alteragdes externas, talvez na casca dos ovos, visto que 0s embrides,
aparentemente, se desenvolveram normalmente, sendo tal alteracdo na casca capaz de
inviabilizar o processo natural de liberacdo das larvas. E evidente que esta suposigio se trata
de uma especulacao inicial e estudos mais aprofundados fazem-se necessarios.

Em relacdo a perspectivas de utilizacdo pratica, algumas estratégias ja podem ser
vislumbradas. Por exemplo, o uso do préprio extrato aquoso total ou da farinha das sementes
via solo, visando uma descontaminacdo do ambiente. Em medio prazo essa aplicacdo pode ser
avaliada considerando as caracteristicas quimicas exibidas pelas moléculas ativas, cuja
caracterizacdo obtida até o momento, acerca dos agentes de natureza proteica, ja demonstra
grande robustez das moléculas frente a adversidades bioticas e abidticas (ex: resisténcia a
protedlise e termoestabilidade, respectivamente). Assim, tolerancia a variacbes de pH e
salinidade sdo parametros importantes a serem investigados. Em longo prazo, a sintese
quimica desses peptideos para producdo de biofarmacos ndo estd descartada, podendo
constituir uma importante e viavel estratégia de aplicacao.

Contudo, os dados obtidos no presente estudo reforcam a enorme capacidade
terapéutica da espécie vegetal M. oleifera Lam. e revelam ainda um grupo de moléculas
proteicas multifuncionais, de grande relevancia e com potencial para atuarem como futuras

ferramentas biotecnoldgicas no controle de helmintoses.
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Moringa oleifera Lam. é wuma importante fonte de peptideos catidnicos
multifuncionais. Além da ja conhecida potencialidade floculante, as moléculas apresentam
forte atividade inibitoria de proteases e potentes efeitos deletérios contra ovos do nematoide
gastrintestinal de pequenos ruminantes, H. contortus. A natureza catidnica das moléculas
provavelmente tenha participacdo essencial nos mecanismos de interacdo peptideo/ovo e

sugere uma rota inicial para o desempenho de seus papéis ovicidas.
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