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A problematica do parasitismo gastrintestinal em pequenos ruminantes
€ a maior causa de danos a saude animal no mundo, principalmente quando
se trata de regides tropicais e subtropicais, sendo a economia drasticamente
afetada (HOSTE et al, 2012; VIEIRA, 2005). O nematoide da espécie
Haemonchus contortus é considerado o de maior patogenicidade e de
infectabilidade, principalmente por apresentar habito hematdfago, causando
edema, anemia, emagrecimento e até morte (SOTOMAIOR et al., 2009). Além
disso, o uso indiscriminado e a falta efetiva da correta administracao (boas
praticas operacionais) dos anti-helminticos sintéticos se somam ao aumento de
nematoides resistentes. Os anti-helminticos sintéticos também apresentam um
grau residual, para o animal e para o ambiente, preocupante frente a comunidade
cientifica e popular (HOSTE et al., 2012).

Atrelado a problematica das parasitoses em pequenos ruminantes,
o fator de resisténcia aos quimicos sintéticos (além do seu grau residual)
instiga a busca por controles alternativos ao uso de anti-helminticos sintéticos.
Atualmente, pesquisas voltadas ao uso de biomoléculas do tipo lectinas para tal
fim vém sendo desenvolvidas e ampliadas (BATISTA et al., 2018; HEIM et al.,
2015; MEDEIROS et al., 2018; MEDEIROS et al., 2013; RIOS-DE ALVAREZ et
al., 2012).

Lectinas séo proteinas de origem ndo imune com atividade hemaglutinante
e com sitios ndo cataliticos capazes de se ligarem reversivelmente a componentes
de células, como carboidratos e também a glicoproteinas (PEUMANS; VAN
DAMME, 1995; SHARON, 2007); apresentam diversas aplicagbes biologicas,
como atividade anticancer (MONTE et al., 2014), anti-inflamatoria (ARAUJO
et al., 2013), leishmanicida (AFONSO-CARDOSO et al., 2011), antimicrobiana
(MOURA et al., 2015), antiparasitaria (RIOS-DE ALVAREZ et al., 2012) e
inseticida (OLIVEIRA et al., 2011).

Estudos de Rios-de Alvarez et al. (2012), Heim et al. (2015), Medeiros
et al. (2018), Batista et al. (2018), Medeiros et al. (2020), Almeida et al., (2022)
e Medeiros et al. (2023), evidenciaram o potencial anti-helmintico de lectinas,
isoladas de vegetais e de fungos, sobre nematoides gastrintestinais (NGI) de
pequenos ruminantes, em diferentes estagios de desenvolvimento.

A espécie Moringa oleifera Lamarck 1785 é um arbusto, conhecido
popularmente como moringa (KUET, 2017), o qual apresenta, em suas sementes,
proteinas do tipo lectinas (como a cMoL, WSMoL e Mol). Entre suas lectinas,
destacam-se a WSMoL (Water Soluble Moringa oleifera Lectin), com peso
molecular em torno de 60 kDa, e a cMoL (coagulant Moringa oleifera Lectin),
uma lectina cationica de 30 kDa. Estas lectinas ja apresentaram efeitos diversos
como coagulante, bactericida, inseticida e nematicida (COELHO et al., 2009;
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FERREIRA et al., 2011; LUZ et al., 2013; MEDEIROS et al., 2018; MOURA et al.,
2016; SANTOS et al., 2009; SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2014).

Metodologias in vitro e in vivo estéo atreladas a identificagdo de novos
principios ativos, bem como a ferramentas de biologia molecular, auxiliando na
interpretacdo dos efeitos sistematicos de moléculas sobre a eclodibilidade, a
alimentacéo, a motilidade e o desenvolvimento larval de NGI (CHAGAS et al.,
2011; GEARY, 2016).

Esta obra é um recorte do estudo intitulado “ACAO NEMATICIDA DAS
LECTINAS WSMolL E cMoL DE Moringa oleifera SOBRE Haemonchus contortus”,
fruto do doutoramento do autor Mario Luan Silva de Medeiros. Dessa forma,
esta obra, que esta baseada na utilizacao de biomoléculas como lectinas, busca
contribuir com as necessidades de desenvolvimento de estratégias de controle
dos nematoides gastrintestinais da espécie Haemonchus contortus, bem como

evidenciar o potencial biolégico de proteinas do tipo lectinas.
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CAPITULOI

LECTINAS: UMA VISAO BIOLOGICA

O termo “lectina” foi utilizado, inicialmente, em 1954, pelos autores Boyd e Shapleigh,
por terem verificado a capacidade das mesmas em diferenciar células sanguineas do
sistema ABO (BOYD; SHAPLEIGH, 1954). Essa capacidade permite a decteccédo de
lectinas em ensaios de hemaglutinagdo com eritrocitos humanos ou de outras espécies,
sendo de facil aplicabilidade a triagem dessas biomoléculas (Figura 1).

Figura 1: Deteccéao da presenca de lectina pelo ensaio de hemaglutinagdo com eritrécitos humanos ou
de outras espécies.

Circulos avermelhados representam os eritrocitos; estruturas em azul representam os carboidratos na
superficie dos eritrécitos; estruturas em bege representam uma lectina. Fonte: Adaptado de Santos,
A.F.S. et al., 2014.

Peumans e Van Damme (1995) e Van Damme et al. (1998) classificaram as
lectinas em quatro grupos principais quanto a estrutura: as merolectinas; as hololectinas;
as quimerolectinas e as superlectinas. A caracteristica de especificidade das lectinas foi
associada a uma regido da proteina chamada de dominio de reconhecimento a carboidrato
(DRC) ou dominio ligante; esta caracteristica é utilizada para a classificagéo das lectinas
quanto a estrutura e especificidade a carboidratos.

As lectinas agrupadas como merolectinas apresentam um baixo peso molecular e
ndo apresentam a capacidade de aglutinar eritrocitos, por conterem um tUnico DRC. Como
exemplo desse grupo, pode-se citar a lectina isolada do latex da seringueira, a heveina.
A classe das hololectinas é considerada a maior classe, em relag@o ao isolamento a partir
de vegetais, sendo constituida pelas lectinas que apresentam dois ou mais sitios de
ligacéo a carboidratos, idénticos ou similares. Estes se ligam ao mesmo tipo de carboidrato
ou de estruturas homologas, sendo assim capazes de aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados. Um exemplo desse grupo é a Concanavalina A, ou ConA, isolada da
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espécie vegetal Canavalia ensiformes (ZANETTI, 2007). As quimerolectinas sdo as lectinas
que possuem pelo menos dois tipos de dominios funcionais diferentes, com atividades
biolégicas nao similares, apresentando um ou dois DRC (VAN DAMME et al., 1998). Um
exemplo de quimerolectina € a ricina, isolada das sementes da Ricinus communis L.
(ZANETTI, 2007). Por fim, o grupo de lectinas que apresentam dois dominios de ligacao
estruturalmente diferentes e que reconhecem carboidratos diferentes é classificado como
superlectinas (VAN DAMME et al., 1998). Como exemplo, pode-se citar a lectina da Tulipa
gesneriana L., a TGL (Figura 2) (ODA et al., 1987).

Figura 2: Classificagéo estrutural das lectinas em merolectina, hololectina, quimerolectina e
superlectina.

U U

Merololectina Hololectina
Sitios de Ligagado a
Carboidratos
Quimerolectina Superlectina Sitio com outra

atividade especifica

Fonte: llustragdo adaptada de Medeiros e Silva (2019). llustragdo construida a partir de informagdes
obtidas de Peumans e Van Damme, 1995.

As lectinas também sado classificadas quanto a especificidade ao ligante, em
ligantes de manose/glicose, manose/maltose, manose, galactose/N-acetilgalactosamina,
N-acetilglicosamina/N-acetilglicosamina, fucose e acido sialico (VAN DAMME et al., 1998).

As lectinas séo distribuidas em todos os organismos (vegetais, animais, fungos,
bactérias e virus), desempenhando papel biolégico diferenciado para cada espécie
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Em vegetais, a lectina da espécie Ricinus communis (conhecida popularmente como
mamona), a ricina, foi a primeira a ser isolada, por Hermann Stillmark, em 1888. Essa
lectina apresenta um peso molecular de 65 kDa, com especificidade a N-acetilglicosamina,
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a galactose, a glicolipideos e a glicoproteinas (WORBS et al., 2015).

Acredita-se que as lectinas presentes em vegetais estdo associadas a atividades de
reserva, protecao contra patégenos microscopicos e predadores em geral (PEUMANS; VAN
DAMME, 1995). Porém, pouco se sabe a respeito das vias de efeito dessas biomoléculas
em relacéo a funcionalidade nos organismos que as detém.

Diante desses fatos, a bioprospeccdo de proteinas do tipo lectinas vem se
ampliando na comunidade cientifica com muitas pesquisas envolvendo diversas aplicacoes
biolégicas, como efeito imunomodulador (DIAS et al., 2016), inseticida (COELHO et al.,
2009), anti-inflamatéria (ARAUJO et al., 2013), antimicrobiana (FERREIRA et al., 2011;
MOURA et al., 2015) e anti-helmintica (MEDEIROS et al., 2018), contribuindo assim para o

desenvolvimento da ciéncia, tecnologia e inovagao no pais.

Aplicacoes Biotecnoldgicas

As propriedades bioquimicas das lectinas tém possibilitado um grande arsenal de
aplicagdes biologicas em diversas areas de pesquisa, contribuindo com diferentes estudos
no mundo todo.

Peumans e Van Damme (1995) ja relataram lectinas de plantas com atividade
antiviral, reportando efeitos de inibicdo do processo de infec¢do e replicacao; atividade
antibacteriana, sendo citada uma relagédo entre glicoconjugados e proteinas especificas
a carboidratos na extrutura externa de bactérias; atividade antifungica, baseando-se em
ligagcdo de lectinas com carboidratos da superficie desses organismos, havendo alteracao
na estrutura e/ou permeabilidade da parede celular, principalmente no que diz respeito as
lectinas ligadoras de quitina; atividade inseticida, sendo efeito evidenciado pela ligacéo de
lectinas no trato digestivo e a células ricas em glicoproteinas.

Em um levantamento realizado em bases de dados como (PubMed — U.S. National
Library of Medicine), entre os anos de 2008 e 2018, utilizando o termo de busca lectin, foi
observado um total de 34.607 artigos, sendo que 2.772 eram artigos de reviséo. Algumas
das muitas revisbes tratam dos efeitos biologicos diversos dessas biomoléculas com
atividade antibacteriana, antifingica, antiviral, anticancer, inseticida e antiparasitica (Tabela

1).
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Tabela 1: AplicagGes e efeitos biolégicos de lectinas descritos em artigos de revisao.

Aplicacao

Efeito biolégico

Referéncias

Antibacteriana

Antifungica

Antiviral

Anticancer

Inseticida

Antiparasitica

Reconhecimento de epitopos de glicano na superficie
das células, inibicdo de crescimento; interagdo com
glicoproteinas, peptidioglicanos, lipopolissacarideos

e acido teicurénico.

Interacdes com carboidratos presentes na superficie
das células fungicas. Ligacao a quitina presente na
parede celular com desestabilidade morfologica.

Interagbes com proteinas e glicoproteinas do
envelope viral e intereferéncia na glicosilacao de
proteinas do envelope viral.

Diagnostico e terapéutica. Efeito citotdxico,
antiproliferativo, apoptético via caspases, inibicdo da
angiogénese.

Interacdo com diferentes glicoproteinas e glicanos,
interferindo em processos fisiolégicos. Resisténcia
a atividade de enzimas proteoliticas digestivas;
interacdo a membrana peritréfica com microfibrilas
de quitina.

Identificacéo de parasitas, reconhecimento de
moléculas de carboidratos na superficie celular;
podendo causar interferéncia quimica ou de
processos bioldgicos.

(COELHO et al., 2018)

(PEUMANS; VAN
DAMME, 1995)

(MITCHELL;
RAMESSAR; O’KEEFE,
2017)

(ESTRADA-MARTINEZ
et al., 2017)

(LAGARDA-DIAZ;
GUZMAN-PARTIDA;
VAZQUEZ-MORENO,
2017; MACEDO;
OLIVEIRA; OLIVEIRA,
2015)

(IORDACHE et al., 2015)

Tabela construida tomando como base informagdes contidas em artigos de reviséo listados na coluna

denominada “Referéncias”.

Esses dados mostram a grande diversidade de aplicagbes biotecnoldgicas de

lectinas isoladas de diversos organismos, validando o seu potencial de aplicabilidade a

multiplas &reas de pesquisa e de contribuicdo para a comunidade cientifica, como teméatica

presente em milhares de publicacdes.
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CAPITULOII

Moringa oleifera: ASPECTOS GERAIS

Aespécie Moringa oleifera é uma planta arbustiva originaria do Sul da Asia, crescida
no noroeste da india e cultivada em diversos paises (como Brasil, Argentina, Afeganistéo,
Africa e Paraguai). Descrita por Lamarck em 1785 e pertencente a familia Moringaceae (a
qual é formada por mais de 14 espécies), a moringa, arvore dos milagres, arvore da vida
(como € conhecida, popularmente, a depeder da regido de cultivo), apresenta diversas
utilidades apontadas pela comunidade popular, bem como verificadas pela comunidade
cientifica (KANSAL; KUMARI, 2014; YADAV et al., 2013).

Pertencente ao género Moringa, esse sendo formado por 13 espécies (M. oleifera,
M. arborea, M. borziana, M. concanensis, M. drouhardii, M. hildebrandtii, M. longituba, M.
ovalifolia, M. peregrine, M. rivae, M. ruspoliana, M. pygmaea e M. stenopetala), a M. oleifera
apresenta caracteristicas morfoldégicas expressivas, como altura média de 2-5 metros,
folhas pequenas e esverdeadas, formando ramos, flores de cor branco-amarelada de,
aproximadamente, 1,5 cm de largura e 2,5 cm de comprimento, caule cinza esbranquicado
e sementes redondas ou triangulares, fechadas com uma casca fina acastanhada e
protegidas por vagens longas, finas e amarronzadas (Figura 3) (FALOWO et al., 2018).

A —folhas; B — flores; C — arvore completa; D — vagem; E — sementes. Fonte: Fotos do Autor, 2023.

Composicao Quimica

Um largo nimero de compostos quimicos identificados nos tecidos da M. oleifera
confirma a riqueza de possiveis aplicagdes, aqui com destaque para o seu potencial na
tecnologia de alimentos.

Nutricionalmente, M. oleifera € atribuida a uma fonte de mais de 90 compostos
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nutricionais, sendo que as proteinas comportam a maior percentagem, somada a diversos
aminoacidos, lipidios, carboidratos, fibras, minerais (célcio, magnésio, sodio, potassio,
ferro, zinco, fésforo, enxofre e cobre) e vitaminas (A, complexo B, C e E). A tabela 1.2
mostra 0s principais componentes nutricionais representativos encontrados em alguns
tecidos da M. oleifera (BRILHANTE et al., 2017).

Tabela 2: Principais macronutrientes encontrados nas folhas, sementes e vagens da Moringa oleifera,
expressos em gramas.

Nutrientes Partes da Moringa oleifera

Folhas Sementes Vagens
Proteinas 25-30,3 29,4-38,3 6,7-43,5
Lipidios 0,1-10,6 30,8-41,2 0,1-5,1
Carboidratos 0,1-43,9 0,1-21,1 0,1-38,2
Fibras 0,1-28,5 0,1-7,2 0,1-27

Fonte: Adaptado de Brilhante et al., 2017.

Propriedades Biolégicas

Diversos tecidos da M. oleifera ja foram avalidos quanto aos seus potenciais
biolégicos, apresentando um enorme arsenal de aplicagdes (Tabela 3). Por exemplo,
as suas folhas e flores sao utilizadas para a preparagéo de chas, para tratar problemas
respiratorios; além disso, séo ricas em minerais como o potassio e o célcio (PRICE, 2007).
As suas sementes sdo utilizadas em processos de floculagdo de material organico e de
microrganismos em aguas; essas aguas, apos tratamento com as sementes da moringa, se
tornam apropriadas para o consumo humano e para a agricultura (KALOGO et al., 2000).

De acordo com uma breve pesquisa realizada no banco de dados de patentes World
Intellectual Property Organization, observou-se um total de 130 depésitos de patentes com
o termo Moringa, relatando uma gama de aplicacées de partes da moringa em todo o
mundo. Ja no banco de dados do INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial), foram
encontrados 15 depésitos de patentes utilizando o mesmo termo.
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Tabela 3. Propriedades biolégicas analisadas em diferentes tecidos da Moringa oleifera.

Tecido da Moringa oleifera Atividade biolégica

Antiaterosclerotico
Anti-inflamatério
Anticancer

Folhas Antimicrobiano
Antioxidante
Hepatoprotetor
Hipocolesterolemia
Hipoglicemiante
Hipolipidemia
Imunomodulador
Nefroprotetor
Neuroprotetor

Anti-inflamatério
Anti-cancer
Sementes Antimicrobiano
Antioxidante
Antitumoral
Imunomodulador

Antimicrobiano
Flores Hepatoprotetor
Nefroprotetor

Anti-inflammatorio
Raizes Antimicrobiano
Hepatoprotetor
Nefroprotetor

Anticancer
Vagens Anti-inflamatorio
Antimicrobiano
Antioxidante
Hipocolesterolemia

Fonte: Adaptado de Brilhante et al., 2017.

Muitos outros compostos ja foram isolados na M. oleifera, sendo classificados
como metabdlitos secundarios e somando mais de 200 compostos (como terpenos,
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, acidos graxos e outros). Muitos desses
isolados foram descritos com atividades biolégicas diversas, como antioxidantes,
antimicrobianos, antivirais, antileucémico, antianémico, anti-inflamatério, antifungico,
anticancer, antiulcerativa e antipirética (FALOWO et al., 2018). Dessa forma, despertou-
se o0 interesse na comunidade cientifica, em se desvendar e elucidar os diversos efeitos
biolégicos dos tecidos da M. oleifera, em avaliagbes de carater quantitativo e experimental.
Dos tecidos da M. oleifera ja foram isoladas algumas proteinas, como a lectina WSMoL
(SANTOS et al., 2005), a lectina cMoL (SANTOS et al., 2009), a lectina MoL (KATRE et al.,
2008), a lectina WSMoLc (OLIVEIRA, A. et al., 2016) e a lectina MoSL (ASADUZZAMAN et
al., 2018), a proteina Inibidor de protease (BIJINA et al., 2011), a proteina MoFTI (PONTUAL
etal., 2014) e a proteina Mo-CBP, (GIFONI et al., 2012). Foi entdo verificada a presenca de
diversas macromoléculas e, em especial, de proteinas do tipo lectinas.
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CAPITULO NI

LECTINAS DA Moringa oleifera: A SOLUVEL EM AGUA
(WSMol) E A COAGULANTE (cMol)

WSMolL foi isolada por Santos et al. (2005) e apresenta alta solubilidade em meio
aquoso, sendo por isso nomeada como Water Soluble Moringa oleifera Lectin. Apresenta
atividade hemaglutinante (AH) dependente de dominio de ligacédo a carboidratos e afinidade
ao polissacarideo quitina, sendo reduzida com a presenca de frutose e da glicoproteina
tiroglobulina.

Com atividade otimizada em pH acido (4,5), a lectina WSMoL é caracterizada como
uma proteina é&cida (pl 5.5; anidnica), com sequéncias peptidicas semelhantes a outras
proteinasisoladas da M. oleifera (a MO2.1 e MO2.2, conforme depositado no banco de dados
NCBInr - numero de identificacao gil127215) (COELHO et al., 2009; GASSENSCHMIDT
et al., 1995; SANTOS et al., 2005). Moura et al. (2016) mostraram que a WSMoL é um
polipeptidio oligomérico que contém trés bandas de 30, 20 e 10 kDa, respectivamente,
apresentando assim 60 kDa de massa molecular.

A cMoL foi isolada por Santos et al. (2009), com a utilizacdo de cromatografia
de afinidade em coluna de guaran e com um rendimento de 59 %; apresenta atividade
hemaglutinante otimizada na presenca de Ca*, K* e Mg?, em faixa de pH de 4 a 9, é
termoestavel a 100 °C, sendo considerada uma proteina bésica (catidnica; pl 11.67), com
uma massa molecular nativa de 30 kDa, com 101 aminoacidos e com 81 % de similaridade
a uma proteina floculante de M. oleifera a M.0O2.1. A cMoL é um trimero de subunidades
de 11,928 Da, possuindo afinidade com a ovalbumina, azocaseina, asialofetuina e a
galactose, considerados inibidores da sua AH. E denominada cMoL por apresentar
atividade coagulante (coagulant Moringa oleifera Lectin) (LUZ et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2011; PAIVA et al., 2011).

Na WSMoL e na cMol, atividades biologicas foram verificadas em experimentos
diversos (como inseticida, anti-helmintica, coagulante, bactericida) (Tabela 4), evidenciando

o potencial biotecnolégico dessas biomoléculas.
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Tabela 4: Lectinas isoladas da espécie Moringa oleifera e suas atividades biolégicas.

Lectina Tecido Atividade Bioldgica Referéncias
WSMoL Sementes Inseticida (AGRA-NETO et al., 2014;
ALVES et al., 2020; COELHO
et al., 2009; OLIVEIRA, A. et
al., 2020; PAIVA et al., 2011;
SANTOS, N. et al., 2012;
SANTOS, N. et al., 2014;
SANTOS, N. et al., 2020)
Coagulante (FERREIRA et al., 2011;
MOURA et al., 2016)
Bactericida (CORIOLANO et al., 2020;
MOURA et al., 2015; MOURA et
al., 2017)
AntifGngica (SANTOS, L. et al., 2021)
Nao téxica em células de (ARAUJO et al., 2013; BARROS
mamifero etal., 2021; YURRE et al.,
2020)
Efeito hipoglicemiante (VERA-NUNEZ et al., 2021)
Nao genotoxica in vitro (ROLIM et al., 2011)
Anti-helmintico (MEDEIROS et al., 2018;
MEDEIROS et al., 2020;
MEDEIROS et al., 2023)
Imunomodulador (CORIOLANO et al., 2018)
Efeito ansiolitico (PATRIOTA et al., 2023)
cMoL Sementes Coagulante (SANTOS et al., 2009)
Inseticida (OLIVEIRA et al., 2011; PAIVA
etal.,, 2011)
Anticoagulante (LUZ et al., 2013)
Anti-helmintico (MEDEIROS et al., 2018;
MEDEIROS et al., 2020)
Potencial imunossupressor (ARAUJO et al., 2013)
Propriedades anticancer (LUZ et al., 2017)
Nao toxica em células de (BARROS et al., 2021)
mamifero
MoL Sementes (KATRE et al., 2008)
MOSL Sementes Propriedades anticancer (ASADUZZAMAN et al., 2018)
WSMolc Torta de sementes  Inseticida (OLIVEIRA, A. et al., 2016;

OLIVEIRA, A. et al., 2023)

WSMoL (Water Soluble Moringa oleifera Lectin); cMoL (coagulant Moringa oleifera Lectin); MoL
(Moringa oleifera Lectin); MoSL (Moringa oleifera seeds lectin); WSMoLc ((Water Soluble Moringa

oleifera Lectin seed cake).
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E notério o arsenal de aplicacdes biologicas, evidenciadas experimentalmente,
das lectinas obtidas das sementes da M. oleifera, demonstrando que & promissora sua

avaliacédo quanto a outras aplicabilidades.
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CAPITULO IV

Haemonchus contortus: BIOLOGIA DO NEMATOIDE

A ovinocaprinocultura representa um montante de milhdes de reais na producéo
animal em todo o mundo. Esse numero é representado, principalmente, em termos de
producdo, por paises tropicais e subtropicais, como o Brasil, no qual é estimado que
exista um total de 14 milhdes de animais, sendo as regides do Nordeste (Ceara, Bahia,
Pernambuco e Piaui) e do Sul (Rio Grande do Sul) as que comportam um maior nimero. Com
a expansao comercial desse sistema de produgéo no Brasil, o Ministério da Agricultura, por
meio do Programa Nacional de Sanidade dos Caprinos e Ovinos — PNSCO, tem buscado a
adoc¢do de medidas sanitarias e de vigilancia sanitaria em defesa da salude desses animais
(MAPA, 2017; SIMPLICIO et al., 2003). Porém, problemas de parasitoses gastrintestinais
continuam sendo a principal causa de danos a saude dos pequenos ruminantes em todo
0 mundo, causando a perda de carne, leite e pele, os principais produtos comercializados
desses animais; além de bilhdes de dolares anuais (KNOX et al., 2012; ROEBER; JEX;
GASSER, 2013; VIEIRA, 2005).

Diversos parasitos gastrintestinais estdo presentes nas infec¢bes dos pequenos
ruminantes (Haemonchus contortus, Strongyloides papillosus, Trichostrongylus
colubriformis e Oesophagostomum colubianum), havendo destaque para a espécie
Haemonchus contortus (HOUNZANGBE-ADOTE et al., 2005; VIEIRA, 2005).

A espécie H. contortus (Rudolphi, 1803) é do filo Nematoda, da classe Secementea,
da ordem Strongylida, da familia Trichostrongylidae e do género Haemonchus, sendo
considerada, pela maioria dos especialistas na area da parasitologia, como a de maior
prevaléncia nas infeccdes (cerca de 80% do total do pool de parasitos presentes na
infeccao animal). O H. contortus causa maiores danos a saude animal, principalmente por
apresentar habito hemat6fago, provocando o surgimento de ulceras, hemorragia, anemia,
perda de peso, infertilidade reprodutiva, diarreia, perda produtiva de carne e leite e, em
alguns casos, a incidéncia de mortalidade também pode ser observada. Além disso, o
parasito secreta proteases hemoliticas, que causam danos fisioldgicos ao animal (Figura 4)
(AROSEMENA et al., 1999; SENDOW, 2003).
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Figura 4: Patogéneses relacionadas a infeccao de pequenos ruminantes com Haemonchus contortus.

Fonte: llustracdo do Autor, 2023.

Essa espécie é encontrada em regides tropicais, montanhosas e frias, apresentando
uma grande capacidade adaptativa, o que dificulta mais ainda a sua eliminacéo.
Morfologicamente, o H. contortus apresenta-se como um nematoéide de corpo cilindrico,
avermelhado e de 10-30 mm de comprimento (sendo as fémeas maiores que os machos).
Possui uma cuticula formada por trés camadas (composta, principalmente, por colageno),
havendo quatro mudancas de cuticula durante o seu ciclo de vida. Essa cuticula Ihe confere
aresisténcia ao ambiente, bem como motilidade e capacidade de infec¢éo (protecéo contra
enzimas digestivas) no hospedeiro (CRAIG; ISAAC; BROOKS, 2007; SENDOW, 2003).

O ciclo de vida (de 14 a 21 dias) é caracterizado por duas fases: uma fase parasitaria
e outra de vida livre. As fémeas depositam cerca de 5,000 a 10,000 ovos por dia no abomaso
do hospedeiro, sendo entdo evacuados junto com as fezes do animal. Os ovos medem
cerca de 78 x 45 um e eclodem em poucos dias a temperatura de verao (aproximadamente
27 °C). Apos a eclosao, as larvas juvenis se alimentam de bactérias no estrume, passando
pela mudanca de cuticula duas vezes até o estagio larval L3 (tempo de 4 a 6 dias). A larva
L3 mede cerca de 0,69 mm; ela permanece na pastagem e, ao ser ingerida pelo ruminante,
migra para o abomaso e penetra a camada epitelial, se desenvolvendo para o estagio larval
L4. As condicbes ambientais no hospedeiro sinalizam condi¢cdes ideais para os nematéides
passarem para um proximo estagio larval; por isso, larvas L3 podem permanecer por meses
alojadas no epitélio até receberem esses sinais de adequacao de mudanca de estégio para
L4. As larvas alimentam-se no abomaso e passam por uma Ultima muda, chegando ao
estagio adulto e dando continuidade ao ciclo de vida (Figura 5) (SENDOW, 2003).
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Figura 5: Representacao geral do ciclo de vida do Haemonchus contortus.
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Fonte: llustracdo do Autor, 2023. Construida a partir de informagdes obtidas de Sendow, 2003.

Aspectos Genéticos e Moleculares

Estudos genéticos de nematoides estdo levando ao desenvolvimento de
conhecimentos sobre os eventos bioquimicos e moleculares intrinsecos ao seu ciclo
biologico, a sua capacidade invasiva no hospedeiro e aos seus mecanismos de resisténcia
aos produtos nematicidas (PRESTON; JABBAR; GASSER, 2016).

Atrelado a programas de bioinformatica e sequenciadores genéticos, nematoides
parasitos de interesse socioecondmico tiveram o seu genoma estudado (PRESTON;
JABBAR; GASSER, 2016). A sequéncia gendmica das espécies Caenorhabditis elegans,
C. briggsae, C. remanei, C. japonica, C. sp. PB2801, Pristionchus pacificus, Haemonchus
contortus (LAING et al., 2013; SCHWARZ et al., 2013), Meloidogyne hapla, Brugia malayi
e Trichinella spiralis deram inicio as descobertas fascinantes dos aspectos genéticos e
moleculares dos nematoides. Necator americanus, Ancylostoma ceylanicum (SCHWARZ
et al., 2013; TANG et al., 2014), Angiostrongylus cantonensis (YONG et al., 2015), Ascaris
suum e Toxocara canis (JEX et al., 2011; ZHU; KORHONEN et al., 2015), Dirofilaria immitis
(GODEL et al., 2012) e Loa loa (DESJARDINS et al., 2013), Trichinella spiralis (MITREVA et
al., 2011) e Trichuris suis (JEX et al., 2014) também tiveram os seus genomas analisados.
Esses estudos, além de desvendarem o funcionamento da biologia dos nematoides, vém
acatar investigacdes acerca de novas estratégias no controle desses parasitos (PRESTON;
JABBAR; GASSER, 2016).

O H. contortus teve o seu genoma sequenciado (GenBank: HF955515.1; GenBank:
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KE549796.1) em um projeto que teve/tem como objetivo analisar o genoma de nematoides
de importancia médica e veterindria, visando a auxiliar biologicamente a descoberta de
genes e proteinas que irdo fornecer informagdes preciosas para as pesquisas voltadas a
busca de alternativas medicamentosas, de vacinas e/ou de marcadores de diagnéstico no
controle desses parasitos (NCBI, 2019).

O tamanho do genoma de um nematoide varia entre 50-250 Mb — no caso do H.
contortus, cerca de 53 Mb —, e possui um nimero de cromossomos haploides de 4-12
(LEROY; DUPERRAY; MORAND, 2003). Sugere-se que um niUmero menor na populagéo de
nematoides (nUmero esse que reflete nos individuos que contribuem com alelos diferentes
para a proxima prole), possui um genoma maior. Parece que de 30 a 50% dos genes em
uma espécie sdo considerados espécie-especificos para aquele nematoide. Sequéncias
de RNA no H. contortus sofrem um processo chamado de trans-splicing, o qual gera um
Unico transcrito de RNA a partir de multiplos pré-mRNA. Em relacao a diferenciacao sexual,
a carga de cromossomo X € determinante; o nematoide com carga XX é hermafrodita,
ja quando ha presenca de XO, ocorre a formagédo de nematoides machos (GILLEARD;
REDMAN, 2016).

Durante o ciclo biolégico do H. contortus, ha expressdo de diferentes genes
responsaveis pela produgcdo de moléculas funcionais especificas para cada fase do ciclo
do nematoide. Durante a embriogénese, o ovo ndo requer muita energia, utilizando uma
reserva endbégena, sendo que a transcricdo de genes estiq associada aos processos
de oxido-redutases, apoptose, desenvolvimento e morfogénese, replicagdo do DNA e
desenvolvimento embriolégico e larval. Do ovo para o estagio larval L1, ha producédo de
moléculas relacionadas ao desenvolvimento muscular e a atividade motora. Da fase L2
para a L3, ha genes envolvidos aos processos de oxido-redugao, transporte de oxigénio
e moléculas associadas ao citocromo P450 (CYP 450 — relacionado a processos de
detoxificacdo de susbténcias estranhas). A transicdo de L3 para L4 é marcada pela
expressdo de genes associados a atividade motora, complexo de miosina e locomogéao
e estresse oxidativo. Nessa fase, ocorre uma producdo enriquecida de proteases e
aminopeptidases, responsaveis pelo processo de infec¢édo de tecidos no hospedeiro e pela
acao anticoagulante e digestdo de hemoglobina. De L4 para a fase adulta, ha a associagéo
de genes envolvidos na formacdo de ovos e na embriogénese (para as fémeas) e de
proteinas do esperma (para os machos) (LAING et al., 2013; SCHWARZ et al., 2013).

O desenvolvimento de moléculas associadas a formacdo de colageno e do
desenvolvimento da cuticula também estdo presentes durante as fases do ciclo biol6gico
do H. contortus. A cuticula € o principal local de interacdo entre um nematéide e o seu
ambiente, e muitos genes estdo implicados em escapar das defesas do hospedeiro por
meio de secre¢éo de proteinas da cuticula (DAVIS et al., 2004; HARDER, 2016). Na fase
larval, a via produtora de energia é aerdbica e depende do ciclo do &cido citrico; na fase
adulta, o verme executa o metabolismo de caboidratos por via anaerobica, via glicolitica,
com a pretens@o de obter energia para a produ¢do de ovos e manutencdo do sistema
neuromuscular (HARDER, 2016; KOHLER, 2006).
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CAPITULOV

ANTI-HELMINTICOS E MECANISMOS DE RESISTENCIA

Os anti-helminticos sintéticos ainda sdo os principais principios ativos utilizados no
controle das parasitoses gastrintestinais de caprinos, visto que a falta de uma padronizacao
na formulagcdo (componentes presentes, concentracdo efetiva, farmacocinética e
farmacodinamica) dos produtos naturais, com efeito anti-helmintico, ainda sofre dificuldades
(RIOS-DE ALVAREZ, 2009).

As principais classes de anti-helminticos sintéticos se concentram nos benzimidazois
(albendazol, fenbendazol e oxifendazol), imidazotiazbis (tetramisol e levamisol), e
tetrahidropirimidinas (pirantel e morantel), lactonas macrociclicas (ivermectina, abamectina,
doramectina e moxidectina), derivados de amino-acetonitrila (monepantel) e salicilanilideos
(closantel, disofenol e nitroxinil) (COLES et al., 2006; ROEBER; JEX; GASSER, 2013;
SOTOMAIOR et al., 2009; SPRENGER et al., 2013).

Os benzimidazois apresentam efeito nematicida com mecanismos de agao envolvidos
com os receptores de B-tubulina, impedindo, assim, a polimerizacdo dos microtubulos,
com consequente disfuncdo biolégica e morte do parasito (MELO; BEVILAQUA, 2002).
Os benzimidazois também promoveram mudanca transcricional de genes relacionados ao
metabolismo de compostos quimicos, como citocromo P450 e UDP glicosil transferase, em
modelo Caenorhabitis elegans (LAING et al., 2010).

Os imidazotiazéis possuem como sitio de atuagdo os recepetores nicotinicos de
acetilcolina e essa agdo promove uma despolarizacdo neuromuscular, paralisando o
nematéide (MCKELLAR; JACKSON, 2004).

As lactonas macrociclicas, avermectinas e milbemicinas interagem, seletivamente,
com canais de cloreto, hiperpolarizando o tecido e ocasionando inibicdo e paralisia do
nematoide (MELO; BEVILAQUA, 2005). As ivermectinas também promoveram modificacao
em um grupo de genes, em modelo C. elegans, principalmente relacionados ao metabolismo
de lipidios (LAING et al., 2012).

As salicilanilidas interferem na fosforilagdo oxidativa, influenciando diretamente no
mecanismo de geragao de energia (MARTIN, 1997).

Apesar da ampla variedade de principios ativos, o seu uso indiscriminado e de forma
constante, ou seja, os problemas operacionais, acarretaram o aparecimento de nematoéides
resistentes (HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011; HOUNZANGBE-ADOTE et al., 2005).
Essa resisténcia é caracterizada como sendo a capacidade que um grupo de nematéides
apresenta de tolerar o anti-helmintico a uma concentragéo que € nociva para um grupo de
nematbdides de mesma espécie, sensiveis ao mesmo composto. Tendo carater genético,
a resisténcia é passada para as novas proles, se segmentando para todas as classes de
anti-helminticos sintéticos (CHAGAS et al., 2011; KAPLAN, 2004).

A tabela 5 apresenta as principais classes de compostos com efeito anti-helmintico
e 0s seus mecanismos de a¢éo, bem como as suas respectivas propostas de mecanismos
de resisténcia.
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Tabela 5: Principais classes de anti-helminticos utilizados no tratamento de infec¢gdes por nematoides
gastrintestinais de pequenos ruminantes, mecanismo de acéo e proposta de mecanismos de

resisténcia.

Classe de
anti-helmintico

Mecanismo de acao

Propostas de mecanismos
de resisténcia

Benzimidazois

Imidazotiazois/
Tetrahidropirimidinas

Lactonas macrociclicas
(avermectinas/milbemicinas)

Derivados de amino-
acetonitrila

Vincula-se a B-tubulina. Inibicao da
captacao de glicose, da secrecdo
de proteinas e da producgéo de
microtubulos, levando a morte do
nematoide.

Atua com efeito similar ao da
acetilcolina, causando paralisia dos
vermes, impossibilitando a realizagéo
das atividades biologicas.

Provoca uma abertura de canais de
cloro-glutamato (CIGlu). Isso leva
a um aumento do influxo de ions

Cl no interior da célula nervosa,
paralisando o verme.

O modo de acao hipotético envolve
subunidades de um receptor
nematoide-especifico de acetilcolina.

Mutacgbes no gene da
B-tubulina causam alteracdes
estruturais na B-tubulina.
Como consequéncia, o anti-
helmintico ndo pode mais se
ligar ao seu sitio de agéo.

Mal compreendido; possivel
envolvimento de alteracdes
estruturais no receptor de
acetilcolinana, impedindo a
ligacéo do farmaco.

Mal compreendido; possivel
envolvimento com mutacdes
no gene da glicoproteina-P,
podendo causar ganho
de fungéo, levando a uma
remogao mais rapida do anti-
helmintico do verme.

Perda total ou parcial do

gene que codifica um tipo

particular de receptor de
acetilcolina.

Fonte: Adaptado de Roeber et al., 2013.

Os mecanismos de resisténcia sdo considerados multifatoriais e incluem, por
exemplo, mudancgas nos sitios de ligacdo das drogas nematicidas (podendo ocorrer a
diminuicdo da interagéo droga-sitio de interagdo), mudangas no metabolismo do quimico
exodgeno (removendo ou inativando a droga), mudangas na distribuicdo da droga,
aumento da expresséo de sitios de atuacdo da droga (diminuindo a resposta da droga) e
compensacéao de sitios similares aos sitios reconhecidos por drogas (fragilizando o efeito
final da droga) (HARDER, 2016).

Além desses fatos, os anti-helminticos sintéticos também apresentam um grau
residual nos animais e no ambiente, que contribui para o desenvolvimento de desequilibrio
ambiental e prejudica a comercializa¢do de alguns produtos (como a carne e o leite) dos
animais (HOSTE et al., 2012; MCKELLAR, 1997; RiOS-DE ALVAREZ, 2009).

Todos esses aspectos vislumbram a bioprospeccao de novas moléculas com efeito
anti-helmintico eficiente, ndo tdxicas para os organismos, e que apresentem caracteristicas
biodegradaveis nas mais diversas formas de administracdo; em especial, moléculas
purificadas de vegetais, como as lectinas.
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CAPITULO VI

SCREENING DE BIOPRODUTOS NEMATICIDAS

Atrelado a problematica das parasitoses em pequenos ruminantes, o fator
de resisténcia aos quimicos sintéticos (além do seu grau residual) instiga a busca por
controles alternativos ao uso de anti-helminticos sintéticos. O controle do H. contortus, por
exemplo, é baseado na utilizagdo de anti-helminticos, como benzimidazois (por exemplo,
albendazol), lactonas macrociclicas (por exemplo, ivermectina e moxidectina) e derivados
de amino-acetonitrilo (por exemplo, monepantel) (PRESTON; JABBAR; GASSER, 2016).
Pesquisas voltadas ao uso de biomoléculas para tal fim vém sendo desenvolvidas e
ampliadas, atreladas a metodologias de identificacdo de novos principios ativos, bem
como ferramentas de biologia molecular, auxiliando na interpretagdo do mecanismo de
acdo dessas moléculas sobre o nematoide (BATISTA et al, 2018; HEIM et al., 2015;
MEDEIROS et al., 2018; MEDEIROS et al., 2020; RiOS-DE ALVAREZ et al., 2012). Porém,
as abordagens tradicionais na formula¢do de novos nematicidas (por exemplo, inibicdo do
seu desenvolvimento e crescimento in vitro) ndo estao obtendo sucesso absoluto devido ao
desconhecido cenério da biologia do nematoide na perspectiva bioquimica e molecular. O
que estéa se evidenciando é a utilizagéo do cenario genémico e transcriptdmico do nematoide
a fim de se verificar a capacidade interferente de novos bioprodutos na expresséo de genes
e/ou moléculas que exercam fungbes essenciais ao ciclo biolégico do nematoide, levando
a sua morte, sem causar efeitos adversos no hospedeiro (PRESTON; JABBAR; GASSER,
2016).

Associada a essa abordagem, a tecnologia de visdo computacional (utilizagdo de
programas computacionais associados a microscopios, por exemplo, na otimizacao de
experimentos biolégicos) vem somando as metodologias utilizadas na triagem de novos
compostos anti-helminticos.

Preston et al. (2016) mostraram essa nova abordagem na triagem de novas
moléculas nematicidas. Sao utilizados diversos compostos (chamados de biblioteca de
novos candidatos) expostos a larvas de H. contortus em estagio larval L3 em placas de
96 pocos, sendo observada a motilidade das larvas por visdo computacional (ap6s 24,
48 e 72h); caso a substancia apresente efeito sobre a motilidade, as larvas continuam
incubadas com os produtos teste por mais 4 dias, a fim de se verificar o efeito sobre o
desenvolvimento do nematoide para o estagio larval L4; o composto € eleito eficaz e segue
para os demais testes se causar efeito nocivo no valor de 70 % sobre o nematoide nas trés
réplicas dos testes.

Atreladas a esses testes, outras analises e etapas experimentais podem ser somadas
as propostas de Preston et al. (2016) (Figura 6). A expresséo génica de genes envolvidos
na biologia do nematoide é verificada na presenca do composto teste que passou pela fase
inicial; essa expressao é analisada pela tecnologia da PCR real time ou gPCR, a qual vai
validar as possiveis modificagcdes na expressao de genes do H. contortus (nessa fase, é
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essencial a triagem de genes por BLAST (banco de database NCBI - National Center for
Biotechnology Information - https://www.ncbi.nlm.nih.gov) com a espécie C. elegans, por
exemplo, para o desenho dos primers que seréo utilizados na gPCR). Paralelamente, a
quimica do composto teste pode ser analisada por técnicas diversas de cromatografia e
espectroscopia (por exemplo, HPLC-MS — High-performance liquid chromatography - mass
spectrometry), essa etapa se torna importante para a descoberta de grupos farmacoféricos
que venham a ser os sitios quimicos ativos na atividade nematicida.

Na perspectiva das analises dos fatores farmacocinéticos (absorcao, distribuicao,
metabolismo, excrecdo e toxicidade), a administracdo do composto teste, em modelos in
vivo com pequenos roedores, deve ser abordada. Ja foi verificada a capacidade adaptativa
de modelos de infeccéo com H. contortus em estagio larval L3 em pequenos roedores (por
exemplo, rato, hamster e gerbil) (GEARY, 2016; GRANDO et al., 2016; JESUS-GABINO et
al., 2010; OSTLIND et al., 2013), possibilitando assim a diminuicdo de animais de grande
porte (pequenos ruminantes) antes mesmo de desvendar os fatores farmacocinéticos.
Esses modelos experimentais permitem avaliar a redug@o do numero de larvas infectantes,
os parametros bioquimicos e imunologicos decorrentes da infecgdo, bem como a seguranca
no uso da substancia testada.

Estudos utilizando roedores como modelos experimentais relataram reducéo de
larvas de H. contortus recuperadas apos tratamento com diferentes produtos de origem
vegetal. Grando et al. (2016) observaram uma reducéo de 46,36% nas larvas utilizando 0,75
mL/kg de um éleo essencial obtido das folhas de Melaleuca alternifolia e um possivel efeito
hepatoprotetor em animais infectados. Em outro estudo, um extrato hexanico de folhas de
Prosopis laevigata (administrado por via intraperitoneal) reduziu as larvas de H. contortus
em 42,5% (JESUS-GABINO et al., 2010). Squires et al. (2010) reduziram o nimero de
larvas em 62,5% utilizando uma preparagédo com 6leo de laranja. Ensaios com 40 mg/mL
de extratos de Allium sativum (fragéo hexanica) e Tagetes erecta (fracéo acética) reduziram
o namero de larvas em 68,7 e 53,9%, respectivamente (PALACIO-LANDIN et al., 2015).
Zamilpa et al. (2018) observaram uma reducgéo de 45,8% nas larvas com a administracéo
de um extrato hexanico de folhas de Chenopodium ambrosioides. Ja Medeiros et al. (2023),
observaram uma reducgéo de 74,7% no numero de larvas de H. contortus recuperadas de
ratos infectados experimentalmente e tratados com 5 mg/kg de uma lectina (WSMoL).

Por fim, é evidente que essas etapas terdo maior chance de sucesso com a
colaboragéo entre pesquisadores de instituicdes publicas e privadas, visto que o objetivo
comum é a descoberta de novos compostos nematicidas que atuem especificamente em
H. contortus. No caso do Brasil, atrelar esse novo composto, ou seu processo de obtencéo,
em um centro de incubagéo ou pedido de protecdo do tipo patente (por exemplo, INPI -
Instituto Nacional da Propriedade Industrial - http://www.inpi.gov.br/) é de extrema valia.
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Figura 6: Proposta das etapas experimentais na triagem de novos compostos nematicidas sobre
Haemonchus contortus em modelos in vitro e in vivo.
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Fonte: llustragdo do Autor, 2023 e construida a partir de informagdes obtidas de Preston et al., 2016.

Todos esses aspectos vislumbram a formulagdo de novas moléculas com efeito anti-
helmintico eficiente, ndo toxicas para os organismos, e que apresentem caracteristicas
biodegradaveis nas mais diversas formas de administragéo.

Lectinas com Efeito Nematicida

Lectinas apresentam uma capacidade especifica e reversivel de reconhecer e se
ligar a carboidaratos e glicogonjugados, possibilitando intera¢des diversas com uma ampla
gama de diferentes células (VAN DAMME et al., 1998). Os nematoides, de forma geral,
apresentam uma caracteristica impar na sua constituicdo morfologica: uma camada cuticular
rica em proteinas, glicoconjugados, carboidratos e lipidios (BRUNET; FOURQUAUX;
HOSTE, 2011; FETTERER; RHOADS, 1993; PAGE et al., 2014). Associada a principal
propriedade biologica das lectinas, essa cuticula torna-se uma das principais formas de
interacéo lectina-nematoide, sendo que algumas drogas anti-helminticas interagem com o
nematoide via cuticula e outras via trato alimentar (HARDER, 2016).

Acuticula, estruturalmente, é formada por trés camadas principais: a camada basal e
medial (rica em proteinas do tipo colageno, cerca de 80%, e diferentes das encontradas em
vertebrados — formada por uma extensédo de glicina, prolina e hidroxiprolina), uma camada
externa e cortical (rica em proteinas do tipo ndo colageno, como proteinas insolUveis
conhecidas como cuticlinas; conferindo resisténcia aos estresses ambientais) e epicuticula
(rica em moléculas de fungbes nao estruturais, como glicoproteinas, maior parte, e lipidios)
(Figura 7). Essa formacdo confere a forma do nematoide, o movimento e as interagdes
funcionais com o ambiente, sendo o nematoide drasticamente afetado quando ha desvios
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na normalidade dessas estruturas (FETTERER; RHOADS, 1993; PAGE et al., 2014).

Na fase adulta, compostos naturais anti-helminticos podem promover a degradacao
e/ou leséo da cuticula, interferindo na permeabilidade da mesma, causando alteragdes na
parte externa do sistema reprodutor feminino; podendo interferir na funcéo de expulsar
0s ovos ou mesmo na sua producdo (ANDRE et al., 2016; HOSTE et al., 2006; JUNWEI
et al., 2013; MARTINEZ-ORTIiZ-DE-MONTELLANO et al., 2013; MARTINEZ-ORTIiZ-DE-
MONTELLANO et al., 2010).

Figura 7: Organizagéo estrutural da cuticula de nematoides. Epicuticula (contendo glicoproteinas
e lipidios), camada externa e cortical (contendo proteinas do tipo néo colageno, como a cuticlina),
camada média e basal (contendo proteinas do tipo colageno) e hipoderme.

Glicoproteinas e

Epicuticula Lipidios

Externa e Cortical
Cuticlina

Média Colageno
€ = = 3 == 3 .
Basal

Fonte: llustrag@o do Autor, 2020 e construida a partir de Page et al., 2014.

Dos estudos realizados com lectinas, com o propésito de aplicagdo anti-helmintica,
ainda muito pouco foi explorado. Por exemplo, Rios-de Alvarez et al. (2012) verificaram
o efeito anti-helmintico de lectinas de plantas, com afinidade a glicose/manose (ConA —
concanavalina A), N-acetilglicosamina (WGA — aglutinina do germe do trigo) e fetuina (PHA-
E3L - fitohemaglutinina E3L), sobre nematoides das espécies Teladorsagia circumcincta,
Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis, através de ensaios de inibi¢gdo da
alimentacgéao larval e localizagdo de possiveis locais de ligagao através de histoquimica. Foi
observado que trés das lectinas analisadas promoveram inibicdo da alimentacéo larval,
como danos a cuticula (inchago e perda da integridade), havendo como principal proposta
de mecanismo de interacdo com o parasito a afinidade das lectinas com a cuticula de
nematoides em estagio larval L1.

Heim et al. (2015) analisaram lectinas obtidas de fungos, frente a nematoides da
espécie de H. contortus. O desenvolvimento das larvas foi o principal parametro observado,
sendo que lectinas com afinidade a N-acetilglicosamina (CCL2 - lectina de Coprinopsis
cinereae MOA—aglutinina de Marasmius oreades), fucose (AAL—lectina de Aleuria aurantia)
e lactose (CGL2 — lectina de Coprinopsis cinerea) promoveram retardo no desenvolvimento
de larvas em estagio L1 para o L3, como interagdo com moléculas presentes no trato
digestivo de vermes adultos. Os autores sugeriram interagées com glicanos presentes nos
nematoides como sendo essenciais para os efeitos bioldgicos observados nos ensaios.

Medeiros et al. (2018) utilizaram uma lectina vegetal (WSMoL — lectina solivel em
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agua de Moringa oleifera; com afinidade a frutose e a N-acetilglicosamina) e verificaram
que a mesma apresentou efeito anti-helmintico em ensaios de eclodibilidade de ovos,
desenvolvimento larval e atividade de proteases de nematoides dos géneros Strongyloides,
Oesophagostomum, Haemonchus e Trichostrongylus. Os autores sugeriram que a lectina
pode interagir com receptores ricos em glicoconjugados presentes em células intestinais e
em células embrionarias, bem como na cuticula das larvas.

Ja Medeiros et al. (2020) observaram que lectinas da espécie vegetal M. oleifera
(WSMoL e cMoL) promoveram uma inibicdo da motilidade de vermes adultos e larvas, bem
como mudangas morfologicas (Figura 8) e proteoliticas. Assim, 0 aumento ou diminuicao da
atividade proteolitica de metaloproteinases, cisteina-peptidases e serinopeptidases podem
modificar o ciclo de desenvolvimento dos nematoides, interferindo nas funcdes vitais dos
vermes (KARANU et al., 1993; 1997; LAING et al., 2013; MEDEIROS et al., 2018).

Figura 8: Microscopia eletronica de varredura de vermes adultos de Haemonchus contortus ap6s
exposicdo a WSMoL (Water Soluble Moringa oleifera Lectin) e cMoL (coagulante Moringa oleifera
Lectin).

A e B: vermes expostos a 1 mg mL"' de WSMoL (cuticula e parte anterior do corpo, respectivamente). C
e D: vermes expostos a 1 mg mL" de cMoL (vulva e cordas verticais, respectivamente). Fonte: Imagens
do Autor, 2023.
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Medeiros et al. (2023), analisaram 5, 2,5 e 1 mg/kg de uma lectina solivel em
agua (WSMolL) em roedores experimentalmente infectados com larvas de H. contortus, e
observaram que a lectina reduziu 0 nUmero de larvas recuperadas em até 74,7% (na maior
concentracdo analisada). Além disso, nenhuma mudanca significativa foi observada nos
paramentros bioquimicos, hematol6gicos e histologicos.

Almeida et al. (2022), isolaram (de sementes da espécie Artocarpus heterophyilus)
uma preparagao lectinica (LP — lectin preparation) e em concentragbes de 1 mg mL" e 500
ug mL' da preparacao lectinica, observaram uma diminuicdo na motilidade de larvas e
vermes fémeas de H. contortus.

Batista et al. (2018), através de docking molecular, verificaram a capacidade
interativa da lectina vegetal ConBr (Conavalina brasiliensis; com afinidade a manose/
glicose) com glicanos (ricos em trimanosideos) presentes na espécie H. contortus, bem
como efeito significativo no retardo do seu desenvolvimento. Os autores sugeriram que 0
efeito inibitério no desenvolvimento das larvas esta relacionado a interacéo da lectina com
esses glicanos.

Diante dos dados apresentados nas pesquisas desenvolvidas com lectinas, a figura
9 apresenta os principais locais de atuagéo, propostos pelos pesquisadores, de lectinas
com efeito anti-helmintico sobre ovos e larvas de NGI.

Figura 9: Locais de atuagéo de lectinas anti-helminticas. A. ovo — interagdo com a casca do ovo, com
células embrionarias e com enzimas proteoliticas. B. larvas em estagio larval L1 para o L3 — interagao
com a cuticula do nematoide, com a boca e com receptores presentes no intestino.

Interagdo
com a casca

Lectina
A

’ Inibi¢do da
Bloqueio de eclosio
enzimas
B Danos a
cuticula Cuticula

Lectina ¢

X

Receptores Larva L3
intestinais

Fonte: llustrag@o adaptada de Medeiros e Silva, 2019.
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CONSIDERACOES FINAIS

Moringa oleifera € uma espécie vegetal repleta de aplicagdes biologicas e que
contribui na descoberta e no isolamento de compostos naturais com atividades biologicas
complexas, com aplicabilidades favoraveis em diversas areas da Ciéncia.

A lectina soluvel em éagua (denominada de WSMolL) e a lectina coagulante
(denominada de cMol), ambas isoladas das sementes de Moringa oleifera, apresentam
efeitos nematicidas significativos em ensaios de caracterizagdo biologica utilizando
nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes.

Apesar da auséncia de muitos estudos com lectinas com esse potencial, uma
triagem executada com ensaios in vitro e in vivo pode auxiliar na caracterizacdo da
atividade nematicida dessa classe de proteinas sobre diversas espécies de nematoides
gastrintestinais de pequenos ruminantes, contribuindo com a triagem de aplicagdes

biolégicas de lectinas de vegetais.
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