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RESUMO

Sementes de Moringa oleifera possuem elevado conteudo de 6leo (27-40%), o qual ¢é
utilizado na producdo de biocombustivel. A torta de sementes corresponde ao material
residual obtido ap6s o processo de extragdo do 6leo. As sementes de moringa contém as
lectinas WSMoL (do inglés water-soluble M. oleifera lectin) e cMoL (do inglés coagulant M.
oleifera lectin). WSMoL possui atividade larvicida (CLsy de 0,197 mg/mL) contra Aedes
aegypti, mosquito vetor da dengue. Diferentemente, cMoL nao possui agdo larvicida. O
presente trabalho descreve a torta de moringa obtida apds extragdo do 6leo com solvente
organico como fonte de lectinas e outros compostos com efeitos deletérios sobre larvas de A.
aegypti. A torta foi obtida apoés extragdo do 6leo das sementes de moringa com n-hexano
durante 6 h, utilizando extrator do tipo Soxhlet. Suspensdes aquosas a base da torta (CS, do
inglés cake suspensions) foram obtidas a partir da adigdo de 0,2, 0,6, 1,2 ou 3,0 g do p6 da
torta a 4gua destilada (1 L), seguida de rapida agitagdo manual por 3 min, repouso por 30 min
e filtracdio em papel de filtro. As suspensdes foram avaliadas quanto a atividade
hemaglutinante, concentragdo de proteinas e efeito sobre o desenvolvimento larval. Para
purificagdo de lectinas, extrato aquoso foi obtido através da homogeneizagdo do p6 da torta
(10 g) em 4gua destilada (100 mL) por 16 h a 4 °C, seguida de centrifugacdao (9.000 g, 15
min). O extrato foi tratado com sulfato de amdnio a 60% e a fragao de proteinas precipitadas,
enriquecida em lectinas, foi dialisada contra NaCl 0,15 M e cromatografada em coluna de
quitina equilibrada com NaCl 0,15 M. As proteinas adsorvidas na coluna foram eluidas com
acido acético 1,0 M e, apds didlise contra dgua destilada, as fragdes que apresentaram
atividade hemaglutinante foram reunidas (MoCL, M. oleifera cake lectins). MoCL foi
avaliada quanto ao perfil eletroforético em SDS-PAGE e inibig¢do da atividade hemaglutinante
por carboidratos e glicoproteinas. Atividade larvicida do extrato de torta, fracdo enriquecida
em lectinas e MoCL foi avaliada contra larvas de A. aegypti no quarto estagio. As suspensdes
a base da torta promoveram atraso no desenvolvimento larval. Dentre as larvas incubadas com
CSi2 e CSs, 50% e 60% nao ultrapassaram o segundo estagio, respectivamente. Nenhuma
das suspensdes apresentou atividade hemaglutinante nem causou mortalidade das larvas. O
extrato de torta e a fracdo enriquecida em lectinas apresentaram atividade hemaglutinante
especifica de 26,2 e 39,5, revelando que lectinas de sementes de moringa resistiram ao
tratamento com n-hexano. MoCL apresentou atividade hemaglutinante especifica de 93.622
(fator de purificagdo: 3.573) e trés bandas polipeptidicas em SDS-PAGE de massas
moleculares 10, 15 e 27 kDa. Esses resultados sugerem que MoCL consiste em uma mistura
de WSMoL (que se apresenta com polipeptideos de 10 e 15 kDa em SDS-PAGE) e cMoL
(um polipeptideo de 26,5 kDa em SDS-PAGE). Atividade hemaglutinante de MoCL foi
inibida pelos monossacarideos frutose, glicose, manose, galactose e N-acetilglicosamina, bem
como pelas glicoproteinas asialofetuina, caseina e tiroglobulina. Extrato, fragdo ¢ MoCL
apresentaram atividade larvicida, com CLsy de 2,98, 0,95 e 0,89 mg/mL de proteinas,
respectivamente. MoCL foi menos ativa que WSMoL obtida a partir de sementes inteiras,
provavelmente devido a presenca de cMoL na preparagdo. Em conclusdo, torta de sementes
de M. oleifera contém lectinas com agdo larvicida e compostos capazes de atrasar o
desenvolvimento de larvas de A. aegypti. Os resultados obtidos no presente trabalho agregam
novos valores a torta de moringa como recurso biotecnoldgico, bem como a toda a cadeia de
produgdo de biocombustivel a partir da moringa.

Palavras-chave: moringa; mosquito da dengue; lectina; atividade inseticida; aproveitamento
de residuos.



ABSTRACT

Moringa oleifera seeds have high oil content (27-40%) which is used in the production of
biofuel. The seed cake corresponds to the residual material obtained after oil extraction
process. Moringa seeds contain the lectins WSMoL (water-soluble M. oleifera lectin) and
cMoL (coagulant M. oleifera lectin). WSMoL has larvicidal activity (LCso of 0.197 mg/mL)
against Aedes aegypti, dengue vector mosquito. Differently, cMoL did not have larvicidal
action. The present work describes the moringa seed cake obtained after oil extraction with
organic solvent as source of lectins and other compounds with deleterious effects on A.
aegypti larvae. The cake was obtained after extraction of moringa seeds oil with n-hexane
during 6 h using Soxhlet-type extractor. Aqueous suspensions from cake (CS, cake
suspensions) were obtained by addition of 0.2, 0.6, 1.2 or 3.0 g of cake powder to distilled
water (1 L) followed by rapid manual agitation for 3 min, resting during 30 min and filtration
through filter paper. The suspensions were evaluated for hemagglutinating activity, protein
concentration and effect on larval development. For purification of lectins, aqueous extract
was obtained by homogenization of cake powder (10 g) in distilled water (100 mL) for 16 h at
4 °C, followed by centrifugation (9,000 g, 15 min). The extract was treated with 60%
ammonium sulphate and the precipitated protein fraction, enriched in lectins, was dialyzed
against 0.15 M NaCl and chromatographed on chitin column equilibrated with 0.15 M NaCl.
The proteins adsorbed to column were eluted with 1.0 M acetic acid and, after dialysis against
distilled water, the fractions that showed hemagglutinating activity were pooled (MoCL, M.
oleifera cake lectins). MoCL was evaluated for electrophoretic profile in SDS-PAGE and
inhibition of hemagglutinating activity by carbohydrates and glycoproteins. Larvicidal
activity of cake extract, lectin-rich fraction and MoCL was evaluated against A. aegypti larvae
at fourth stage. The cake suspensions promoted delay in larval development. Among the
larvae incubated with CS;, and CS;p, 50% and 60% did not overpass the second stage,
respectively. None suspension showed hemagglutinating activity neither promoted larvae
mortality. Cake extract and lectin-rich fraction showed specific hemagglutinating activity of
26.2 and 39.5 revealing that moringa seed lectins resisted to treatment with n-hexane. MoCL
showed specific hemagglutinating activity of 93,622 (purification fold: 3,573) and three
polypeptide bands in SDS-PAGE with molecular mass 10, 15 and 27 kDa. These results
suggest that MoCL consists in a mix of WSMoL (which shows 10 and 15 kDa polypeptides in
SDS-PAGE) and cMoL (a polypeptide of 26.5 kDa in SDS-PAGE). Hemagglutinating
activity of MoCL was inhibited by the monosaccharides fructose, glucose, mannose, galactose
and N-acetylglucosamine as well as by the glycoproteins asialofetuin, casein and
thyroglobulin. Cake extract, lectin-rich fraction and MoCL showed larvicidal activity with
LCsy of 2.98, 0.95 and 0.89 mg/mL of protein, respectively. MoCL was less active than
WSMoL obtained from whole seeds probably due to the presence of cMoL in the preparation.
In conclusion, M. oleifera seed cake contains lectins with larvicidal action and compounds
able to delay the development of A. aegypti larvae. The results obtained in the present work
aggregate new values to moringa seed cake as a biotechnological resource as well as to all the
moringa biofuel production chain.

Keywords: moringa; dengue mosquito; lectin; insecticidal activity; use of residues.
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1. INTRODUCAO

Moringa oleifera ¢ uma arvore amplamente cultivada nos tropicos e subtropicos de
todo o mundo e seus tecidos contém diversos compostos bioativos. As sementes de moringa
contém proteinas coagulantes que podem ser facilmente extraidas em 4gua e promovem a
precipitagdo de particulas em suspensdo, sendo muito utilizadas popularmente para
diminuicao da turbidez da agua (GASSENSCHMIDT et al., 1995; GHEBREMICHAEL et
al., 2005; BHUPTAWAT et al., 2007; SANTOS et al., 2009; FERREIRA et al., 2011). As
sementes apresentam também elevado teor de 6leo ndo-volatil (27-40%), o qual ¢ usado para
consumo humano, na indudstria cosmética e ¢ matéria-prima para producdo de biodiesel
(SOLIVA et al., 2005; GALLAO et al., 2006; SANTOS et al., 2011). O biocombustivel
derivado do o6leo das sementes de moringa apresenta um elevado ntimero de cetano e
estabilidade oxidativa, tornando-o um potencial substituto para o diesel de petroleo (RASHID
etal., 2008).

A torta de sementes corresponde a todo o material residual obtido apds processo de
extracdo do dleo, constituindo um co-produto da producdo do biodiesel. A torta de moringa
tem sido utilizada na alimentagdo animal, sendo também rica em proteinas e outros
componentes minoritarios que podem ser fracionados e aproveitados (SCHNEIDER et al.,
2006). Contudo, esse co-produto tem sido pouco estudado com o objetivo de recuperar
compostos bioativos (BALBINOT et al., 2006).

Sementes de M. oleifera contém lectinas — proteinas com capacidade de ligagdo a
carboidratos — denominadas WSMoL (water-soluble M. oleifera lectin), cMoL (coagulant M.
oleifera lectin) e MoL (M. oleifera lectin), que apresentam diferengas quanto a especificidade,
estrutura e atividades biologicas (KATRE et al., 2008; COELHO et al., 2009; SANTOS et al.,
2009; ROLIM et al., 2011). cMoL possui atividade coagulante e foi capaz de remover

particulas em suspensdo na agua turva, incluindo acidos humicos (SANTOS et al., 2009;
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SANTOS et al., 2011). WSMoL matou larvas em estagio L4 de Aedes aegypti apresentando
valores de CLso (concentracdo necessaria para matar 50% das lasvas em 24 h) de 0,197
mg/mL, promovendo ruptura do epitélio intestinal, aumento do volume do limen intestinal e
hipertrofia dos segmentos, estimulagcdo da atividade de enzimas digestivas (protease, tripsina e
a-amilase) e inibi¢do da atividade da enzima detoxificadora B-esterase (COELHO et al.,
2009; AGRA-NETO, 2012). A lectina também prejudicou a eclosdo de ovos de A. aegypti
armazenados, matando os embrides dentro dos ovos, bem como apresentou efeito estimulante
sobre a oviposi¢ao e impediu o desenvolvimento de embrides nos ovos depositados pelas
fémeas gravidas (SANTOS et al., 2012). Os efeitos deletérios de WSMoL sobre A. aegypti
tornam esta lectina uma promissora candidata para uso como inseticida € um componente de
alto valor das sementes de moringa. A recuperagdo de cMoL e WSMoL a partir da torta de
sementes de M. oleifera constitui uma estratégia interessante para a utilizacdo deste material
com notavel potencial biotecnologico.

A dengue ¢ um dos principais problemas de satide ptiiblica no mundo, possuindo maior
incidéncia em paises tropicais e subtropicais, inclusive no Brasil. A Organiza¢do Mundial de
Saude estima que cerca de 20 mil pessoas morram em decorréncia dessa infec¢do por ano em
todo o mundo (SIMAS et al., 2004; KURANE, 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2009;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009, 2012; WHITEHORN & SIMMONS,
2011). A atual situacdo epidemioldgica da dengue tem levado ao desenvolvimento de
diferentes estratégias por diversos setores publicos voltadas para o controle do principal vetor
de transmissdo do virus, o mosquito A. aegypti (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012). Este cenario, juntamente com os relatos
anteriores dos efeitos deletérios sobre o A. aegypti exercidos por WSMoL, isoladas de
sementes de M. oleifera, estimularam a purificagdo da lectina da torta de sementes de M.

oleifera e a investigagdo de sua atividade larvicida contra A. aegypti.
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Este trabalho relata o isolamento de lectinas (MoCL, do inglés M. oleifera cake
lectins) a partir da torta de moringa obtida apds extragdo do 6leo com solvente organico (n-
hexano), o atraso promovido no desenvolvimento larval de A. aegypti por suspensdes obtidas
da torta, bem como o efeito larvicida de extrato aquoso da torta, fracdo enriquecida em

lectinas e MoCL.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Dengue

A dengue ¢é uma infecgdo viral causada pelo arbovirus do género Flavivirus (familia
Flaviviridae), que possui quatro diferentes sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 ¢ DEN-4.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009). A
infeccdo por um sorotipo de dengue proporciona imunidade ao longo da vida para o
determinado sorotipo, mas nao hd formacdo de imunidade para os outros sorotipos; dessa
forma, pessoas que vivem em areas endémicas para a dengue podem ser infectadas com os
quatro sorotipos durante a vida (SEEMA, 2005). A dengue ¢ considerada uma séria causa de
morbidade e mortalidade no Sudeste e Sul da Asia, América Central, América do Sul e Caribe
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Atualmente os casos de dengue vém preocupando as autoridades sanitarias em virtude
do grande potencial desta doenga em assumir formas graves e letais. A dengue pode ser
assintomatica ou apresentar duas formas: a febre do dengue (FD), uma doenga febril aguda
com calaftrios, dores de cabega, no corpo e retro-ocular, artralgia, nadusea, vomitos e erupg¢ao
cutanea, ¢ a febre hemorragica da dengue (FHD), que ¢ a forma grave da doenca caracterizada
pelos mesmos sintomas da FD acrescidos por vomito, hemorragias graves e choque, podendo
evoluir para a morte do paciente (SIMAS et al., 2004; KURANE, 2007, WHITEHORN &

SIMMONS, 2011).

2.1.1. Epidemiologia da dengue
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A dengue ¢ um dos principais problemas de satde publica no mundo e uma das
doencas de maior incidéncia no Brasil. E estimada a sua dissemina¢do em mais de 100 paises
das Américas, Africa, Sudeste da Asia, Ilhas do Pacifico e Leste do Mediterraneo (Figura 1).
E encontrada principalmente em areas urbanas e semi urbanas, porém existe um aumento dos
casos em areas rurais. Sua incidéncia nos ultimos 50 anos aumentou 30 vezes, principalmente
devido a expansido geografica (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009; WILDER-

SMITH & GUBLER, 2010).

Figura 1. Paises/areas com risco de transmissao da dengue, 2008.

Fonte: ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009.

Mais de 2,5 bilhoes de pessoas, cerca de 40% da populacdo mundial, estdo sob o risco
de contrair a dengue e estima-se que ocorram cerca de 50 milhdes de casos por ano. Desse
total, cerca de 550 mil necessitam de hospitalizagdo e pelo menos 20 mil morrem em
conseqiiéncia da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2009; ORGANIZACAO MUNDIAL

DE SAUDE, 2009, 2012).
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A dengue encontra-se amplamente disseminada no mundo surgindo nas Américas
durante a colonizagdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). A incidéncia da dengue nas
Américas tem apresentado uma tendéncia ascendente, com mais de 30 paises notificando a
doenca, mesmo com o0s numerosos programas de erradicagdo ou controle implementados.
Entre 2001 e 2005, foram notificados 2.879.926 casos de dengue nessa regido, sendo 65.235
de dengue hemorragica, com 789 Obitos. As maiores incidéncias nesse periodo foram
reportadas pelo Brasil, Colombia, Venezuela, Costa Rica e Honduras (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009).

A dengue surgiu no Brasil com a introdugdo do seu vetor durante o periodo colonial,
provavelmente na época do trafico de escravos. O mosquito foi intensamente combatido em
nosso territério, tendo sido considerado erradicado em 1955. Contudo, paises vizinhos como
as Guianas e a Venezuela, dentre outros paises sul-americanos, nao eliminaram a populagao
do A. aegypti. Com a descontinua¢do do programa de erradicagdo, houve a reinfestagdo do
Brasil pelo A. aegypti, inicialmente em Belém do Para no ano de 1967 e posteriormente no
Estado do Rio de Janeiro, provavelmente em 1977, e em Roraima no inicio da década de 1980
(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2004).

A primeira epidemia documentada clinica e laboratorialmente no Brasil ocorreu entre
1981 ¢ 1982, em Boa Vista (RR), causada pelos sorotipos 1 ¢ 4. Em 1986, ocorreram
epidemias no Rio de Janeiro e em algumas capitais da regido Nordeste. Desde entdo, a dengue
vem ocorrendo no Brasil de forma continuada, intercalando-se com a ocorréncia de
epidemias, geralmente associadas com a introducdo de novos sorotipos em areas
anteriormente indenes e/ou alteracdo do sorotipo predominante (NOGUEIRA et al., 1999;
CAMARA et al., 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

O Rio de Janeiro ¢ considerado o mais importante ponto de entrada da dengue no

Brasil devido a elevada densidade populacional e o movimento freqiiente de moradores e
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turistas entre os estados, permitindo a maior disseminagdo do vetor da dengue e do virus.
Além disso, ocorreu um grande aumento no numero de criadouros do A. aegypti devido ao
processo desorganizado de urbanizagado nas grandes cidades (LOURENCO-DE-OLIVEIRA et
al., 2004).

No Brasil, o quadro epidemiologico atual da dengue caracteriza-se pela ampla
distribui¢do do seu vetor, o mosquito Aedes aegypti, em todas as regides, com uma complexa
dinamica de dispersao do virus, com circulacdo simultdnea de trés sorotipos virais (DEN-1,
DEN-2 e DEN-3). Em meados da ultima década, foi identificada a presenca do sorotipo DEN
4 em territorio brasileiro (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Atualmente o virus da dengue circula simultaneamente em 24 estados do Brasil
(Figura 2) e isso tem contribuido para o aumento da probabilidade do surgimento de formas
mais graves da doenca (CAMARA et al., 2007). Em 2010 foram notificados 984.689 casos de
dengue em todo territério brasileiro e, em 2011, foram notificados 735.348. SO em
Pernambuco no ano de 2011 foram notificados 19.583 casos de dengue. Em 2012, até o més
de junho, tinham sido contabilizados 269.356 casos no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE,

2012).

2.2. O vetor Aedes aegypti

O mosquito A. aegypti pertence a Ordem Diptera e & Familia Culicidae. E considerado
o principal vetor responsavel pela transmissao do virus da dengue nas Américas, bem como ¢
vetor dos virus causadores da febre amarcla e da febre chinkungunya. O A. aegypti ¢é
originario da Africa, porém acompanhou o homem em sua migra¢io pelo mundo e hoje é
considerado um mosquito cosmopolita com ocorréncia em regides tropicais e subtropicais

compreendidas principalmente entre as latitudes 45° N e 35° S (CONSOLI & OLIVEIRA,
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1994; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009). Existem achados do A. aegypti em
regides mais ao norte, acima de 45° N, mas tais invasdes ocorreram durante os meses mais
quentes e 0s mosquitos ndo sobreviveram aos invernos (ORGANIZACAO MUNIDAL DE

SAUDE, 2009).

[ Risco baixo
[] Risco moderado
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@ Areas com Risco de PR
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Figura 2. Mapa de risco de infecg¢do de dengue em 2011.

Fonte: Ministério da Saude.

O virus da dengue ¢ transmitido aos seres humanos através da picada de mosquitos do
sexo feminino infectados. A fémea do mosquito possui hdbitos hematéfagos com horarios
diurnos e, ap6s um repasto de sangue infectado, o mosquito estd apto a transmitir o virus,
depois de 8 a 12 dias de incubagdo extrinseca. Uma vez infectado, o mosquito é capaz de
transmitir o virus pelo resto de sua vida (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

O ciclo bioldgico do A. aegypti compreende as fases de ovo, larva (4 estagios: L1, L2,

L3 e L4), pupa e adulto (Figura 3). Todas as formas ocorrem na dgua, exceto o adulto. Seus
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criadouros preferenciais sdo os recipientes artificiais, tanto os abandonados pelo homem a céu
aberto e preenchidos pelas dguas das chuvas, como aqueles utilizados para armazenar agua

para uso doméstico (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; CAMARA et al., 2007).

1} 1 2 3 4 5 \"

Y
MILIMET ROS ' )

PRIMEIRO ESTADIO
DA LARVA

SEGUNDO ESTADIO

DA LARNVA

TERCEIRA ESTADIC
DA LARVA
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Figura. 3. Os estagios do ciclo de vida do Aedes aegypti

Fonte: http://www.dengue.org.br/mosquito_aedes.html

Os ovos do Aedes aegypti sdo alongados com leve curvatura dorso-ventral ¢ afilados
nas extremidades, apresentando cor palida no momento da oviposi¢ao tornando-se, logo apds,
escuros e brilhantes. As pupas, que sucedem o ultimo estagio larval, tém aspecto de virgula e
estdo quase sempre paradas em contato com a superficie da agua. Seu corpo divide-se em
duas porgdes: cefalotorax e abdomen (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 1962;

SUMAN et al., 2011).
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As larvas possuem quatro estagios evolutivos, sendo o tltimo destes o mais longo. Os
machos tém, em média, um desenvolvimento larvario mais rédpido do que as fémeas. A
duragdo da fase larvaria também depende da temperatura, disponibilidade de alimento e da
densidade das larvas no criadouro. Em condi¢des 6timas, o periodo entre a eclosdo e a
pupacdao nao excede cinco dias. Contudo, com alteracdes de temperatura e escassez de
alimento, o 4° estagio larvario pode prolongar-se por varias semanas, antes de sua
transformagio em pupa (MINISTERIO DA SAUDE, 2001; MOURYA et al., 2004;
MOHAMMED & CHADEE, 2011). A larva do A. aegypti é composta de cabega, torax e
abdomen. Sao sempre aquaticas e de aspecto vermiforme. Embora aqudticas, as larvas
respiram sempre o oxigénio do ar, necessitando para isso chegar a superficie da dgua para
respirar, onde ficam em posicdo quase vertical. Movimentam-se em forma de serpente,
fazendo um S em seu deslocamento e sdo sensiveis a movimentos bruscos na agua. Sob feixe
de luz, deslocam-se com rapidez, buscando refigio no fundo do recipiente, caracteristica
denominada fotofobia (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Os adultos de A. aegypti também possuem seu corpo dividido em cabega, torax e
abdomen e representam a fase reprodutiva da espécie. Tanto a fémea quanto o macho exibem
mecanismos diuréticos necessarios a sua sobrevivéncia (PLAWNER et al., 1991). A
capacidade de reproducdo do mosquito é fortemente influenciada pela capacidade da fémea de
conseguir alimento em um hospedeiro desde que o sangue ¢ necessario para amadurecimento
completo dos ovos (BRIEGEL, 1990; MINISTERIO DA SAUDE, 2009). A selegdo do local
de oviposicao ¢ influenciada por fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, incluindo intensidade
luminosa, coloragdo do criadouro, temperatura, grau de salinidade, presenca de vegetais e
microrganismos (ou os seus produtos metabolicos) e substincias liberadas por formas

imaturas do mosquito (FORATTINI, 1962).
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2.3. Controle da dengue

A atual situagdo epidemioldgica da dengue no Brasil e no mundo tem levado ao
desenvolvimento de diferentes estratégias de controle por diversos setores publicos. Existem
varias pesquisas direcionadas para o desenvolvimento de vacinas eficientes e para o
diagnostico especifico da dengue (ALLONSO et al., 2011; SCHMITZ et al., 2011; AMORIM
et al., 2012). No entanto, as intervengdes neste nivel ainda esbarram em diferentes aspectos de
dificil aplicagdo. As vacinas, por exemplo, necessitam de especificidade para os 4 sorotipos
da doenga, sendo este o maior desafio nesta area (COSTA et al., 2012). A auséncia de um
diagnostico, terapéutica e vacina especificos direciona a prevencao e o controle da dengue
para medidas de controle do vetor A. aegypti, as quais podem ser direcionadas para larvas,
pupas ou insetos adultos (PAIVA et al., 2011; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2012; VONTAS et al., 2012).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (2012), o combate ao vetor se faz
através da remogdo dos seus habitats artificiais feitos pelo homem bem como aplicacdo de
inseticidas apropriados em recipientes de armazenamento de dgua e aplicagdo de inseticidas
no espaco por pulverizacdo durante surtos. A maioria das larvas de mosquitos alimenta-se
indistintamente do microplancton presente em seus habitats, constituido de algas, rotiferos,
bactérias, esporos de fungos, ou quaisquer particulas de matéria organica. A ingestdo nao
seletiva de particulas por parte das larvas facilita a utilizacdo de larvicidas por agdo digestiva
(FORATTINI, 1962; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

Atualmente o uso de inseticidas quimicos ¢ a principal forma de controle do vetor
dentre os quais os mais utilizados pertencem aos grupos dos organoclorados,
organofosforados, piretréides e carbamatos, todos agentes neurotoxicos (BRAGA & VALLE,

2007). Porém, esses inseticidas quimicos sdo ndo-seletivos e podem ser prejudiciais para
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outros organismos no ambiente (OMENA et al., 2007; PAIVA et al., 2011). Adicionalmente,
o uso continuado desses inseticidas tem provocado o aparecimento de populagdes resistentes
que desenvolveram mecanismos enzimaticos de detoxificacdo dos inseticidas ou que
expressam formas moleculares enzimaticas insensiveis (LUMJUAN et al., 2011). O
mecanismo de resisténcia desenvolvida por alguns insetos tem sido detectado para todas as
classes de inseticidas, afetando, direta e profundamente, a re-emergéncia das doengas
transmitidas por vetores (BRAGA & VALLE, 2007; PAIVA et al., 2011). A racionalizagao
do emprego de inseticidas, sua utilizacdo rotativa € o seu uso integrado com medidas de
controle fisico e biologico tém sido recomendados para diminuir os riscos de aparecimento ou
agravamento de resisténcia em populacdes de vetores (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

O atual quadro para o controle de vetores depende principalmente de estratégias para
diminuir o desenvolvimento de resisténcia. Nesse sentido, compostos naturais com atividade
inseticida, tais como aqueles de origem vegetal, sdo preferiveis para o controle de vetores,

uma vez que, em geral, ndo exercem ou possuem pequeno efeito deletério sobre organismos

ndo-alvo e sdo biodegradaveis (KAMARAJ & RAHUMAN, 2010; PAIVA et al., 2011).

2.4. Bioinseticidas contra mosquitos vetores de doencas humanas

A busca de novos compostos com atividade larvicida contra mosquitos vetores tem se
tornado cada vez mais importante, uma vez que o Brasil experimenta aumento continuo no
nimero de casos de doengas transmitidas por estes insetos. A extensa e diversificada flora
brasileira apresenta um natural e imenso potencial como fontes de compostos do metabolismo
primario e secundario a serem aplicados na biotecnologia ¢ biomedicina (OMENA et al.,

2007).
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A busca por inseticidas biodegradaveis e mais seguros do ponto de vista ambiental
estimula a avaliacdo do amplo leque de compostos produzidos pelas plantas para este fim
(PAIVA et al., 2011). As plantas tém desenvolvido mecanismos de defesa sofisticados
necessarios para sua sobreviviencia e propagagao (MACEDO et al., 2011). Participa nesses
mecanismos uma variedade de compostos de defesa, incluindo proteinas. Proteinas vegetais ,
incluindo lectinas e hemilectinas, proteinas inibidoras de ribossomos (RIP) dos tipos 1 e 2,
inibidores de enzimas proteoliticas e de glicohidrolases, as enzimas quitinases € ureases € a
canatoxina conferem as plantas resisténcia contra predadores fitdfagos e infec¢ao por virus,
bactérias, fungos e nematodos, entre outros (CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002; SILVA et
al., 2009).

Produtos de plantas tém sido utilizados tradicionalmente em muitas partes do mundo
contra insetos vetores de doengas (PRABHU et al., 2011). Extratos obtidos utilizando
solventes organicos foram testados contra mosquitos vetores de filariose. Extrato em acetato
de etila de Ocimum gratissimum foi larvicida contra Culex gelidus (CLso de 39,31 pg/mL) e
extratos metandlicos de O. gratissimum, Ocimum tenuiflorum e Punica granatum foram
larvicidas para Culex quinquefasciatus com CLsy de 38,47, 24,90 e 67,20 ug/mL,
respectivamente (KAMARAJ & RAHUMAN, 2010). Bagavan e Rahuman (2011) reportaram
que extratos metanolicos de Abrus precatorius e de Musa paradisiaca, bem como extrato
hexanico de Sygyzium aromaticum, foram larvicidas contra Culex vishnui com CLs, de
136,84, 103,36 ¢ 149,56 ug/mL, respectivamente, enquanto extratos obtidos com acetato de
etila ¢ metanol de Cynodon dactylon foram larvicidas contra Armigeres subalbatus com
valores de CLsy de 21,67 e 32,62 pg/mL, respectivamente (BAGAVAN ¢ RAHUMAN,
2011). Extratos em acetato de etila de Abrus precatorius e de Croton bonplandianum e

extrato cloroférmico de Musa paradisiaca apresentaram agdo larvicida contra Anopheles
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vagus (potencial vetor da maldria), com CLsy de 19,31, 39,96 e 35,18 pg/mL,
respectivamente.

Levantamento de espécies com potencial larvicida contra larvas de A. aegypti,
realizado por Omena et al. (2007), evidenciou algumas plantas do género Annona como
importantes fontes de agentes larvicida com valores de CLsy menores que 200 ug/mL. As
maiores atividades foram observadas em extrato etandlico de Annona glabra, seguido pelo
extrato de Annona crassiflora com CLso de 0,06 e 0,71 pug/mL, respectivamente. Extratos de
Abuta grandifolia, Minthostachys setosa e fracdo do extrato de Magonia pubescens
apresentaram CLso de 2,6, 9,2 ¢ 3,1 ug/mL, respectivamente, contra larvas de A. aegypti
(CICCIA et al., 2000; SILVA et al., 2004).

Extrato das folhas de Melia azedarach apresentou atividade larvicida e inibiu a
oviposigdo das fémeas de A. aegypti (CORIA et al., 2008). Exposi¢ao das larvas de A. aegypti
ao extrato de Sapindus emarginatus resultou em mortalidade e redugdo significativa nas
atividades de acetilcolinesterase, -carboxilesterases e fosfatases adcidas (KOODALINGAM
et al., 2011). Os mecanismos larvicidas propostos para extratos de solventes organicos sido
alteracdes celulares, atividade antiquitinogénica e efeito toxico sobre o sistema nervoso das
larvas (PAIVA et al., 2011).

Dentre os compostos vegetais isolados com agdo larvicida contra A. aegypti
encontram-se metabolitos secundarios, tais como Oleos essenciais, tectoquinonas,
cordiaquinonas, limondides, dicentrina e saponinas (PAIVA et al., 2011) e as lectinas,

proteinas que se ligam a carboidratos e que serdo discutidas a seguir.

2.5. Lectinas

2.5.1. Aspectos Gerais
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Lectinas sao proteinas com a capacidade de se ligar a carboidratos de forma reversivel,
por pelo menos um dominio (SHARON, 2007; PAIVA et al., 2011). As lectinas foram
inicialmente referidas como hemaglutininas por apresentarem a capacidade de aglutinar
eritrocitos. Até o final do século 19, elas também eram designadas como fitohemaglutininas
pelo fato de serem detectadas principalmente em extratos de plantas (KENNEDY et al., 1995;
SHARON, 2007).

A primeira lectina foi isolada em 1888 por Peter Hermann Stillmark a partir de
sementes da arvore ricino (Ricinus communis) sendo esta uma hemaglutinina altamente toxica
(SHARON & LIS, 2004). Karl Landsteiner iniciou as primeiras investigacdes sobre a
especificidade das lectinas por agucares, testando diversos extratos de sementes em diferentes
tipos de hemacias concluindo que as acdes dessas plantas hemaglutinantes assemelhavam-se
as reagdes de anticorpo no aspecto de especificidade de ligagio (KENNEDY et al., 1995;
SHARON, 2007).

Lectinas se ligam de forma especifica a eritrdcitos pertencentes a grupos sanguineos
humanos distintos, tais como ABO, MN e subgrupo A; (SHARON & LIS, 1972). Tal fato se
justifica pela habilidade das lectinas de se ligarem a tipos especificos de aglcares na
superficie celular (SHARON, 2007). Ainda, as lectinas sdo capazes de se ligar a
monossacarideos (tais como glicose, manose, galactose, fucose, N-acetil-galactosamina ou N-
acetil-glucosamina), dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos, porém muitas delas
apresentam uma maior afinidade para oligossacarideos que para agucares simples
(PEUMANS & VAN DAMME, 1998).

A detecgdo da presenga das lectinas pode ser realizada através de um ensaio de
atividade hemaglutinante que consiste primeiramente na realizagdo de dilui¢do seriada da
amostra em solucdo salina, seguida de incubacao com eritrocitos humanos ou animais (Figura

4A). As lectinas se ligam a carboidratos presentes nas superficies dos eritrocitos, promovendo
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ligagdo cruzada entra as células (rede de hemaglutinacdo). Ja4 a determinacdo da
especificidade da lectina se da por meio do ensaio da inibigdo da atividade hemaglutinante,
em que a lectina ¢ previamente incubada com solucdo de carboidratos livres
(monossacarideos, oligossacarideos ou glicoproteinas) antes da adicao dos eritrocitos (Figura

4B). A ligagao da lectina aos carboidratos livres impede a formagao da rede de aglutinagcao
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Figura. 4. (A) Representacao esquematica da aglutinagdo de eritrocitos por lectinas. (B).
Representagdo esquematica da inibicdo de aglutinagdo de eritrocitos por lectinas em presenga

de carboidratos livre.

Fonte: A Autora.

As lectinas representam um diversificado grupo de proteinas no que diz respeito ao
tamanho, composicao e estrutura. Elas podem se apresentar em multiplas formas moleculares
e podem ser obtidas com alto rendimento e grau de pureza através de técnicas convencionais
de cromatografia, principalmente cromatografia de afinidade (KENNEDY et al., 1995;
PAIVA et al., 2011). Ha um crescente reconhecimento do papel desempenhado pelas lectinas

em uma variedade de processos fisioldgicos que envolvem ligagdes especificas a carboidratos.
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Devido a sua especificidade, as lectinas podem apresentar diversas atividades como
antibacteriana (SANTI-GADELHA et al., 2006), mitogénica (MACIEL et al., 2004; VETRI
et al., 2010) e antiinflamatéria (QUEIROZ et al., 2008). Ainda, elas podem apresentar
diferentes aplicacdes biomédicas e biotecnologicas, como por exemplo, diagnostico de tecidos
neoplasicos (CAMPOS et al., 2006; MELO-JUNIOR et al., 2006; SANTOS et al., 2006),
identificacdo de esquistossomose experimental e humana (GUIMARAES et al., 2008),
determinag¢do de infec¢des virais (HASENACK et al., 2002), desenvolvimento de testes
rapidos para identificagdo de micobactérias (ATHAMNA et al., 2006), identificagdo de
alteragdes neurologicas (NISHI et al., 2003), monitoramento do diabetes (BALLERSTADT et
al., 2006; YIN et al., 2010) e purifica¢do de glicoproteinas e outros glicoconjugados (BUCUR

et al., 2004).

2.5.2. Lectinas inseticidas

Lectinas tém apresentado atividade inseticida contra insetos de diversas ordens. A
toxicidade das lectinas contra insetos tem sido atribuida a sua ligacdo a estruturas presentes no
intestino do inseto, tais como glicoconjugados na superficie das células epiteliais e a quitina
encontrada na matriz peritrofica. As lectinas com atividade inseticida geralmente apresentam
resisténcia a proteases digestivas (SILVA et al., 2009; MACEDO et al., 2007), podem causar
a morte de microrganismos simbiontes presentes no trato digestivo dos insetos (NAPOLEAO
et al., 2011), s@o termoestaveis e capazes de se ligar a quitina (PAIVA et al., 2011). As
lectinas podem também se ligar a proteinas glicosiladas, tais como enzimas, interferindo na
atividade catalitica (PAIVA et al., 2011).

A lectina de folhas de Bauhinia monandra (BmoLL) apresentou atividade inseticida

contra besouros Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus e larvas da mariposa
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Anagasta kuehniella, provavelmente por se ligar a componentes da quitina (ou estruturas
equivalentes) no intestino do inseto bem como modular a atividade da a-amilase (MACEDO
et al., 2007). Ja a lectina do hibrido Hippeastrum (Amaryllis) (HHA) influenciou o
crescimento larval de Spodoptera littoralis, causando atraso de desenvolvimento e redugdo do
peso larval. HHA interagiu com a borda em escova das células intestinais, como evidenciado
em culturas de células marcadas com isocianato de fluoresceina (FITC)-HHA (CACCIA et
al., 2012).

A lectina de Sclerotinia sclerotiorum (SSA), quando adicionada na dieta do pulgdo da
ervilha, Acyrthosiphon pisum, causou elevada mortalidade. Estudos de histofluorescéncia em
secgoes dos insetos alimentados com dieta artificial liquida contendo FITC ligado a SSA
indicaram a zona da borda em escova como alvo primario no intestino do inseto (HAMSHOU
et al., 2010). Técnicas de microscopia de fluorescéncia e imunohistoquimica revelaram o
estobmago de A. pisum como principal tecido alvo de ligagdo da lectina concanavalina A
(ConA) (SAUVION et al., 2004).

Lectinas isoladas do liquen Cladonia verticillaris (ClaveLL), do cerne (MuHL),
entrecasca (MuBL) e folhas (MuLL) de Myracrodruon urundeuva, bem como de rizoma de
Microgramma vaccinifolia (MvRL) promoveram mortalidade de soldados e operarios de
cupins Nasutitermes corniger (SA et al., 2008; SILVA et al., 2009; NAPOLEAO et al., 2011;
ALBUQUERQUE et al., 2012). A atividade termiticida de MuBL, MuHL e MuLL esta ligada
a resisténcia a degradacdo proteolitica e efeito antibacteriano sobre simbiontes do trato
intestinal dos cupins, enquanto MVRL inibiu a atividade de tripsina de operarios, estimulou a
atividade de fosfatase acida de ambas as castas e ainda modulou as atividades de celulases em
operarios e soldados (NAPOLEAO et al., 2011; ALBUQUERQUE et al., 2012). As lectinas

de entrecasca de Crataeva tapia (CrataBL) e de cladodios de Opuntia ficus indica (OfiL)
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apresentaram atividade termiticida contra operarios de N. corniger. (PAIVA et al., 2011;
ARAUIJO et al., 2012).

As lectinas de M. urundeuva foram também inseticidas contra larvas do mosquito
vetor da dengue, Aedes aegypti, tendo valores de CLsy de 0,04, 0,125 e 0,202 mg/mL para
MuHL, MuBL e MuLL, respectivamente. A mortalidade das larvas promovida por MuLL esta
provavelmente ligada a resisténcia a degradagao proteolitica, inibicao da atividade de tripsina

e estimulagdo da atividade de amilase (SA et al.; 2009; NAPOLEAO et al., 2012).

2.6. Moringa oleifera Lam.

2.6.1. Aspectos gerais

Moringa oleifera (Moringaceae) é uma planta nativa da India e amplamente cultivada
nos tropicos de todo o mundo (AMAGLO et al., 2010). Arvore de crescimento rapido, ja era
utilizada no mundo antigo por romanos, gregos € egipcios com os mais diversos fins
(PRABHU et al., 2011). Suas folhas, flores e sementes sdo utilizadas na alimenta¢gdo humana
e, no nordeste do Brasil, é utilizada como forrageira na alimentagdo de animais. Todas as
partes da moringa s3o fontes de compostos fendlicos, tocoferdis, beta caroteno, vitamina C e
proteinas, apresentando excelentes propriedades nutricionais. A excelente capacidade em se
adaptar a solos pobres e climas aridos torna a moringa uma alternativa ao consumo de
sementes leguminosas como fonte de proteinas de alta qualidade, de 6leo e de compostos
antioxidantes (FERREIRA et al., 2008).

Nos paises em desenvolvimento, as sementes de M. oleifera sdo amplamente utilizadas
como coagulante natural para tratamento de agua, principalmente em dareas rurais onde

recursos hidricos adequados ndo estdo disponiveis. As sementes contém proteinas coagulantes
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que podem ser facilmente extraidas em agua e promovem a precipitacdo de particulas em
suspensdo, levando a diminui¢do na turbidez adgua (GASSENSCHMIDT et al., 1995;
GHEBREMICHAEL et al., 2005, BHUPTAWAT et al., 2007, SANTOS et al., 2009;
FERREIRA et al., 2011). Além de proteinas, as sementes sao ricas em 6leo, o qual ¢ utilizado
como o6leo de cozinha, na producao de sabonetes e como matéria-prima para producao de
biodiesel. Os conteudos de proteinas e 6leo nas sementes de moringa sdo mais elevados que
aqueles encontrados em legumes ¢ em algumas variedades de soja, respectivamente. Acidos
graxos insaturados, principalmente o acido oléico, carboidratos e minerais estdo presentes nas
sementes em quantidades razoaveis (FERREIRA et al., 2008).

O ¢6leo da semente de moringa ¢ altamente resistente a oxidagdo, o que pode explicar
as suas varias utilizagdes industriais, tais como producao de cosméticos, lubrificantes de
maquinas, ¢ combustivel para lampadas, sendo muito utilizado na industria de perfumaria
devido a sua alta capacidade de reten¢do de odor (FERREIRA et al., 2008).

No tratamento de aguas residuais, estudo combinando o extrato de moringa a 100
mg/L com coagulante quimico (alimen) a 10 mg/L demonstrou elevada remog¢ao global
(64%) na DQO (demanda quimica de oxigénio) (BHUPTAWAT et al., 2007). Sementes de
moringa foram estudadas quanto a sua capacidade de adsor¢ao e remoc¢do de Ag em solugdes
aquosas, apresentando-se vantajosas pelo baixo custo, eficiéncia e elevado poder de adsor¢ao
e constituindo uma alternativa de relevancias econdmica e ambiental (ARAUJO et al., 2010).

Extrato aquoso de sementes de moringa apresentou atividades larvicida e ovicida
contra A. aegypti (COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2012). Extrato metandlico das
sementes promoveu mortalidade de larvas e pupas de Anopheles stephensis, vetor da malaria
(PRABHU et al., 2010). Outros tecidos da moringa também constituem potenciais fontes de
inseticidas, tendo o extrato da casca apresentado acdo larvicida e adulticida contra os

mosquitos vetores da filariose Culex gelidus e Culex quinquefasciatus (KAMARAJ &
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RAHUMAN, 2010), enquanto extrato aquoso de flores de moringa contendo inibidor de
protease induziu a mortalidade de larvas de A. aegypti no primeiro (L1), segundo (L2),
terceiro (L3) e quarto (L4) estagios, sendo capaz de inibir a atividade de tripsina de larvas L4
em 98,6% apos 5 horas de exposicdo (PONTUAL et al., 2012).

O potencial farmacolégico da moringa também vem sendo estudado. Extratos de
folhas de moringa apresentaram potencial hipoglicemiante e anti-diabético em modelos
animais e a propriedade de modular a liberagao de serotonina por interacdo com receptores no
trato intestinal em modelos de ulcera (JAISWAL et al., 2009; DEBNATH et al., 2011). A
administracado do extrato de sementes da moringa em ratos induzidos a fibrose hepatica
resultou na reducao dos danos ao figado e sintomas decorrentes da fibrose (HAMZA, 2010).
Efeito bactericida foi observado em extratos aquosos de folhas e sementes de moringa contra
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (CACERES et al., 1991). Ainda, a
suplementagdo com extrato aquoso e alcodlico da raiz de Moringa oleifera em ratos com
urolitiase mostrou ter atividade aniurolitiaca, pois reduziu significativamente o oxalato
urinario elevado, bem como reduziu a deposig¢ao de pedras nos rins de ratos (KARADI et al.,

2006).

2.6.2. Torta de moringa

As sementes de moringa (Figura 5A) contém entre 27 e 40% de 6leo nao volatil, sendo
uma matéria-prima aceitavel para produgdo de biodiesel. A propriedade mais notavel do
biodiesel derivado de 6leo de M. oleifera ¢ o alto nimero de cetano (aproximadamente 67),
que ¢ o mais elevado dentre os relatados para um biocombustivel. O biodiesel de moringa

também apresenta maior estabilidade oxidativa e ponto de turvacdo elevados, em comparacao
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com outros combustiveis produzidos a partir de 6leo vegetal. Dessa forma, o biodiesel de
moringa ¢ um substituto aceitavel para o petrodiesel (RASHID et al., 2008).

A torta de sementes corresponde a todo o material residual obtido apos processo de
extracdao do oleo, constituindo um co-produto da produgdo de biodiesel. As tortas de diversas
oleaginosas, incluindo a moringa (Figura 5B) tém sido utilizadas na alimentagdo animal,
sendo também ricas em componentes minoritarios que podem ser fracionados e aproveitados
(SCHNEIDER et al., 2006). Contudo, a torta de moringa tem sido pouco estudada com o

objetivo de recuperar compostos bioativos que sdo descritos nas sementes integras.

Figura 5. Aspecto das sementes integras (A) e da torta (B) de sementes de Moringa oleifera

obtida apos extracdo do 6leo com solvente organico

Fontes: A e B: A Autora.

Estudo foi realizado para avaliar o potencial uso de extratos aquosos e salinos de tortas
de moringa provenientes da extracdo quimica (utilizando solvente organico) ¢ mecanica no
tratamento e clarificagdo de dgua. O extrato obtido a partir da torta resultante da extracio
quimica foi mais eficaz, removendo até 90,4% de turbidez diante de uma remog¢do de no
maximo 60,2% com a torta resultante da extracdo mecanica. Segundo os autores, essa
diferenca na capacidade coagulante pode ser explicada devido ao maior teor de 6leo restante

na torta mecanica, uma vez que o 6leo pode dificultar a agdo do coagulante nas particulas
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dispersas na agua (SANTOS et al., 2011a). Segundo Santana et al. (2010), ndo ha variagdo
significativa entre a composicdo da semente ¢ da torta de moringa obtida por prensagem
mecanica. Os autores atribuiram esse resultado a nao-utilizagao de solvente.

As sementes de M. oleifera sdo ricas em lectinas com diversas atividades biologicas e
potenciais biotecnoldgicos. A exploracao da torta de moringa para isolamento dessas

proteinas € importante para a valorizagao deste co-produto da produgao de biodiesel.

2.6.3. Lectinas de M. oleifera

As sementes de M. oleifera contém trés lectinas, denominadas WSMoL (water-soluble
M. oleifera lectin), cMoL (coagulant M. oleifera lectin) e MoL (M. oleifera lectin), as quais
diferem quanto a caracteristicas estruturais e fisico-quimicas, bem como propriedades
bioldgicas (KATRE et al., 2008; COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2009; ROLIM et al.,
2011). WSMoL e cMoL sa3o lectinas ligadoras de quitina e exerceram fraca atividade
termiticida contra N. corniger, promovendo mortalidade somente em altas concentragdes
(PAIVA etal., 2011).

cMoL ¢ uma proteina isolada por extragdo em solucdo salina (NaCl 0,15 M) seguida
de precipitacdo com sulfato de amdnio e cromatografia em coluna de gel de guar. Apresenta
massa molecular de aproximadamente 26,5 kDa e atividade coagulante (SANTOS et al.,
2009). Santos et al. (2011b) demonstraram que esta lectina foi capaz de remover acidos
himicos presentes na agua. cMoL também promoveu efeitos deletérios sobre larvas e a morte
de pupas de Anagasta kuehniella, fato associado a capacidade de ligagao da lectina a quitina e

a glicoconjugados no intestino do inseto (OLIVEIRA et al., 2011).
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WSMoL ¢ uma proteina extraida com agua e isolada por meio de cromatografia em
coluna de quitina. A lectina apresenta uma unica banda polipeptidica de 5 kDa em condig¢des
desnaturantes (presenga de dodecil sulfato de s6dio) e redutoras (presenca de ditioteitrol) e
duas bandas polipeptidicas de 10 e 15 kDa em condi¢cdes desnaturantes e nao redutoras
(ROLIM, 2007, COELHO et al., 2009). Dentre as lectinas de moringa, somente WSMoL
possui atividade hemaglutinante inibida por frutose (SANTOS et al., 2005; ROLIM et al.,
2011).

A elevada solubilidade em agua de WSMoL estimulou a investigagao do seu efeito
sobre as larvas de A. aegypti, as quais sdo encontradas na agua. Suspensdes aquosas obtidas a
partir de 1, 3, 6 e 15 sementes e contendo atividade hemaglutinante promoveram atraso no
desenvolvimento larval. WSMoL matou larvas L4 de A. aegypti (CLso de 0,197 mg/mL) ¢ a
desnaturagdo da lectina ap6s aquecimento resultou em perda da agdo larvicida. As larvas
mortas apos incubacdo com WSMoL apresentaram auséncia da camada delimitante do
epitélio intestinal, volume intestinal aumentado e hipertrofia dos segmentos. Esses resultados
indicam que estruturas quitinosas na matriz peritroéfica e/ou receptores em células epiteliais
constituem alvos de ligagdo da lectina. Estudo do efeito de WSMoL sobre a atividade de
enzimas de larvas L4 revelou que a lectina € capaz de estimular a atividade de enzimas
digestivas (protease, tripsina e a-amilase) e inibir a atividade da enzima detoxificadora f-
esterase (COELHO et al., 2009; AGRA-NETO, 2012).

Os efeitos deletérios de WSMoL sobre as larvas de A. aegypti estimularam a avaliagdo
do efeito dessa lectina sobre os ovos € o comportamento de oviposi¢do de fémeas deste inseto.
WSMoL impediu a eclosdo de ovos estocados por promover a morte do embrido dentro do
ovo. A lectina apresentou atividade estimulante sobre a oviposi¢cdo de fémeas gravidas de A.
aegypti, o que provavelmente esta associado a percep¢do da presenca da lectina na agua

através de sensores gustatorios. Adicionalmente, ndo foram visualizados embrides dentro dos
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ovos depositados pelas fémeas na solugdo de WSMoL, indicando que a lectina prejudicou o
desenvolvimento embrionario (SANTOS et al., 2012).

Os efeitos deletérios de WSMoL sobre ovos ¢ larvas de A. aegypti e a atividade
estimulante de oviposicao tornam esta lectina uma promissora candidata para uso como
inseticida e um componente de alto valor das sementes de moringa. A recuperagao de
WSMoL a partir da torta de sementes constitui uma interessante estratégia de aproveitamento

com notavel potencial biotecnologico.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Purificar lectina(s) presentes em torta de sementes de M. oleifera obtida apds extragao
do 6leo com solvente organico e investigar suspensdes aquosas a base da torta e preparacdes

lectinicas quanto ao efeito no desenvolvimento e sobrevivéncia de larvas de A. aegypti.

3.2. Especificos

e Obter torta de sementes de M. oleifera através de extragdo do 6leo utilizando solvente
organico.

e Extrair proteinas da torta em agua destilada e avaliar a presenca de lectinas no extrato
através de ensaio de hemaglutinacao.

e Purificar lectinas (MoCL, do inglés M. oleifera cake lectins) a partir do extrato de torta
utilizando cromatografia em coluna de quitina.

e Avaliar MoCL através de eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes
desnaturantes (SDS-PAGE).

e Avaliar a especificidade de MoCL a carboidratos.

e Investigar o efeito de preparagdes lectinicas e MoCL na sobrevivéncia de larvas de A.
aegypti no quarto estagio (L4).

e Determinar os valores da concentragdo letal de proteinas necessaria para matar 50%
das larvas (CLsp) em 24 horas.

e Obter suspensdes aquosas a partir da torta de sementes de M. oleifera e avalia-las

quanto ao efeito sobre o desenvolvimento larval de A. aegypti.
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Abstract

Moringa oleifera seed cake is obtained after oil extraction. The moringa seeds contain the
lectins cMoL and WSMoL and this last was active against Aedes aegypti larvae. This work
shows that M. oleifera cake suspension in water (3.0 g/L) promoted delay in larval
development, with 60% of larvae still in second instar after 72 h. Also, M. oleifera cake
lectins (MoCL) were purified by treatment of water extract with ammonium sulphate (60%)
and chitin chromatography. SDS-PAGE of MoCL revealed three polypeptide bands (10, 15
and 27 kDa), indicating that this preparation may contain a mix of cMoL and WSMoL. MoCL
hemagglutinating activity was inhibited by monosaccharides and glycoproteins. MoCL
induced mortality of Aedes aegypti larvae (LCsy of 0.89 mg/mL). In conclusion, M. oleifera
cake contains larvicidal lectin and compounds able to interfere in A. aegypti larval cycle. The

work adds new values to moringa cake as biotechnological resource.

Keywords: Moringa oleifera; Aedes aegypti; lectin; seed cake; insecticidal activity; biodiesel

chain co-product.
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1. Introduction

Moringa oleifera is a tree widely cultivated throughout the tropics and subtropics whose
tissues contain several and different bioactive compounds, being referred as the “miracle tree”
or “multipurpose tree”. Its seeds contain a high content of non-volatile oil (27-40%), which is
used for human consumption and in cosmetic industry as well as is considered an acceptable
raw material for biodiesel production (Soliva et al., 2005; Gallao et al., 2006; Santos et al.,
2011). The high ketane content and the high oxidative stability of the biodiesel derived from
M. oleifera seeds become it a potential substitute for the petro diesel (Rashid et al., 2008).

Seed cakes correspond to the residual co-product generated after the oil extraction
both by organic solvent treatment or mechanical pressing. The cakes from several oleaginous
seeds have been used for animal feeding (Makkar et al., 2008; Moyo et al., 2012) but have
been poorly studied in order to recover bioactive compounds. In the case of M. oleifera, the
seeds are also rich in proteins and other compounds so that its seed cake can be a notable
source of components that can be extracted, fractionated and used with biotechnological
purposes (Balbinot et al., 2006). The exploitation of cakes is important for the oleaginous
market since aggregates values for a biodiesel chain co-product.

Lectins, carbohydrate-binding proteins, are among the bioactive compounds found in
M. oleifera seeds. The coagulant M. oleifera lectin (cMoL) was able to remove particles in
suspension in turbid water (Santos et al., 2009). When immobilized to Sepharose, cMoL bind
to humic acids and can be used in water treatment to remove these components (Santos et al.,
2011). The water-soluble M. oleifera lectin (WSMoL) killed Aedes aegypti fourth-stage larvae
(LCsp of 0.197 mg/mL) promoting disruption of underlying epithelium, increase of gut lumen
volume and hypertrophy of segments (Coelho et al., 2009). WSMoL also impaired the

hatching of A. aegypti stored eggs by killing the embryos inside the eggs as well as showed
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oviposition-stimulant activity and prevented the development of embryos in the eggs laid by
A. aegypti gravid females (Santos et al., 2012). The recovering of cMoL and WSMoL from
M. oleifera seed cakes constitutes an interesting strategy for utilization of this material as
technological bioresource.

Dengue fever represents a major international public health concern since it has a great
potential to take serious and lethal complications and about 40% of world population are at
risk of infection (World Health Organization, 2012). Furthermore, the effective control of
vector populations represents the main strategy to control disease spreading since there is no
vaccine for dengue. This scenario, coupled with the previous reports of deleterious effects on
A. aegypti exerted by WSMolL, isolated from powder of M. oleifera whole seeds, stimulated
the isolation of lectins from M. oleifera seed cake and investigation of their larvicidal activity
against A. aegypti.

This work reports the isolation of lectins (MoCL) from M. oleifera seed cake obtained
after oil extraction with n-hexane, the delay in A. aegypti larval development promoted by
cake water suspensions as well as the larvicidal effect of cake extract, lectin-rich fraction and

MoCL.

2. Materials and methods

2.1. M. oleifera seed cake

M. oleifera seeds were collected from 10-15-year-old trees in Recife City, State of

Pernambuco, northeastern Brazil, and stored at -20°C. Voucher specimen (number 73,345) is

archived at the herbarium Dardano de Andrade Lima (Instituto Agronémico de Pernambuco,

Recife, Brazil). Seed powder (100 g) was transferred to filter paper cartridge and placed in a
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Soxhlet extractor. Solvent n-hexane was added for oil removal during 6 h at 70° C and the

resulting material was named M. oleifera seed cake.

2.2. Protein content

Protein concentration was evaluated according to Lowry et al. (1951) using bovine

serum albumin (31.25-500 pg/mL; Sigma-Aldrich, USA) as standard.

2.3. Hemagglutinating activity

Hemagglutinating activity was assessed using microtiter plates (Kartell S.P.A., Italy)
according to Paiva and Coelho (1992). The sample (50 pl) was serially 2-fold diluted in 0.15
M NaCl before incubation with a suspension (2.5 % v/v) of rabbit erythrocytes fixed with
glutaraldehyde (Bing et al. 1967). One hemagglutination unit (titer) was defined as the
reciprocal of the highest dilution of sample promoting full erythrocyte agglutination
(Napoledo et al., 2012). Specific hemagglutinating activity was defined as the ratio between
the titer and protein concentration (mg/mL). Hemagglutinating activity inhibitory assays were
performed by previous incubation (45 min) of MoCL with 200 mM monosaccharide
(fructose, glucose, N-acetylglucosamine, galactose, mannose) or 0.5 mg/mL glycoprotein

(asialofetuin, casein and thyroglobulin) solutions before addition of erythrocyte suspension.

2.4. Isolation of MoCL

Seed cake (10 g) was powdered and homogenized with distilled water (100 mL) using

a magnetic stirrer for 16 h at 4 °C. After filtration through gauze and centrifugation (9,000 g,
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15 min, 4 °C), the collected supernatant corresponded to cake extract, which was evaluated for
protein concentration and hemagglutinating activity. Soluble proteins in cake extract were
precipitated with ammonium sulphate at the saturation of 60% (w/v) according to Green and
Hughes (1955). After centrifugation (9000 g, 15 min, 4 °C), the precipitate was collected and
submitted to dialysis (3500 Da cut-off membrane) against distilled water (4 h) and 0.15 M
NaCl (4 h) at 4 °C. The dialyzed fraction with hemagglutinating activity (lectin-rich fraction)
was loaded (52 mg of proteins) onto a chitin column (7.5 x 1.5 cm) equilibrated (0.3 mL/min
flow rate) with 0.15 M NaCl. After washing with the equilibrating solution, the proteins
adsorbed on the column were eluted with 1.0 M acetic acid and the fractions with
hemagglutinating activity were pooled (MoCL). MoCL was dialyzed (3500 Da cut-off
membrane) against distilled water (4 h) at 4 °C for eluent elimination. Protein concentration

and hemagglutinating activity from lectin-rich fraction and MoCL were determined.

2.5. Purification of WSMoL and cMoL

WSMoL and cMoL were purified from M. oleifera whole seeds as described by

Coelho et al. (2009) and Santos et al. (2009), respectively.

2.6. SDS-PAGE

PAGE of MoCL, WSMoL and cMoL in the presence of sodium dodecyl sulphate
(SDS-PAGE) was performed on 12% (w/v) gel according to Laemmli (1970). Polypeptides
and molecular mass markers (bovine serum albumin, 66,000 Da; carbonic anhydrase, 29,000
Da; trypsin inhibitor, 20,000 Da; cytochrome ¢, 12,500 Da; aprotinin, 6500 Da; from Sigma-

Aldrich, USA) were stained with Coomassie Brilliant Blue in 10% acetic acid (0.02%, v/v).
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After staining the gel containing MoCL was dehydrated and scanned and the intensity of
polypeptide bands was analyzed using the software Scion Image Beta 4.02.2 (Scion

Corporation, Frederick, MD, USA).

2.7. Effect of M. oleifera cake suspensions on A. aegypti larval development.

Powder of M. oleifera seed cake (0.2, 0.6, 1.2 or 3.0 g) was added to distilled water (1
L) and agitated for 3 min. After resting period of 30 min, the suspensions were passed through
filter paper to remove remnants of cake powder. The filtrates (cake suspensions, CS), called
CSo.2, CSo6, CSi2 and CS;, with the numeric index corresponded to the initial grams of seed
cake powder used to obtain the suspension, were evaluated for protein concentration and
hemagglutinating activity.

The evaluation of the effect of suspensions on larval development was performed
according to Coelho et al. (2009). Five A. aegypti larvae in first stage were placed into
disposable plastic cups containing 20 mL of distilled water (control) or CSy,, CSq6, CS;, and
CSs. The assay was incubated at 27 °C and larvae were fed daily with cat food (Whiskas®).
The larval stage and mortality rate were recorded at the start of the experiment and after 24,
48, and 72 h. For identification of the larval stage, the larvae were compared with the standard
larvae of each instar fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate solution, pH

7.2. Three independent experiments were run in triplicate.

2.8. Larvicidal activity

A. aegypti eggs were hatched in distilled water at a temperature range of 25-27°C and

cat food (Whiskas®) was offered to larvac. When reaching the early fourth-stage (L4), larvae
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were collected and used in bioassays. Larvicidal activity was evaluated using an adaptation of
the World Health Organization (1981) method described by Navarro et al. (2003). Stock
solutions of cake extract (19.5 mg/mL of protein), lectin-rich fraction (25.9 mg/mL of protein)
and MoCL (1.4 mg/mL of protein) were diluted in distilled water to provide test solutions in
the protein concentration ranges 1.5-8.0 mg/mL (cake extract), 0.2-2.0 mg/mL (lectin-rich
fraction) and 0.2—1.0 mg/mL (MoCL). The final volume of each larvicidal assay was 20 mL
of test solution or negative control (distilled water or 0.15 M NaCl) and contained 20-25
larvae in early fourth stage. Mortality rate (%) was determined after 24 h of incubation at 28 +
2 °C and 12/12 (light—dark) photoperiodism. Larvae were considered dead when they were
unable to reach the surface solution and did not respond to stimulus when the cups were
shaken (World Health Organization, 1981). Three independent experiments were run in

triplicate.

2.9. Statistical analysis

Standard deviations (SD) were calculated using GraphPad Prism version 4.0 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA) and data were expressed as a
mean of replicates + SD. Significant differences between treatment groups were analysed by
Student’s t-test (significance at p<0.05) and Tukey test using Origin 6.0 program. The lethal
concentrations required to 16% (LCi¢), 50% (LCso) and 84% (LCg4) of larvae in 24 h were
calculated by probit analysis with a reliability interval of 95% using the computer software

StatPlus® 2006 (AnalystSoft, Canada).
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3. Results and discussion

Oleaginous seeds, which are used as oil source for biodiesel production, are also rich
in other valuable components that can be recovered. This study aimed to add new
biotechnological value to a co-product of M. oleifera biodiesel production chain, evaluating
the seed cake as source of lectin with insecticidal activity.

High protein concentration and hemagglutinating activity were detected in cake extract
(Table 1) revealing that lectins from M. oleifera seeds resisted to oil extraction using n-
hexane. The specific hemagglutinating activity and protein concentration in cake extract were
higher than those reported for water extract (protein: 4.1 mg/mL; specific hemagglutinating
activity: 15) prepared using powder from M. oleifera whole seeds (Santos et al., 2012). These
results were probably due to the elimination of seed oil, which become the cake mass used in
extraction more rich in protein than an equivalent mass of whole seed powder.
Sereewatthanawut et al. (2008) reported that the protein content of rice brans determined by
near infrared increased after oil extraction.

A low interference of oil in solubilization of proteins in water could also have been the
reason for the increase in hemagglutinating activity in crude extract when compared with
extract obtained from whole seeds. According to Boatright and Hettiarachchy (1995), the
presence of lipids in soy protein isolates was related to decreased protein solubility. Also,
Liang (1999) demonstrated that the interaction between soybean oil and soy proteins resulted
in decrease of water solubility of proteins.

Table 1 shows the summary of MoCL purification using protein extraction in water,
ammonium sulphate precipitation and chitin chromatography. The treatment of extract with
60% ammonium sulphate resulted in concentration of lectin in precipitated fraction (lectin-

rich fraction) as evidenced by increase of specific hemagglutinating activity. This lectin-rich
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fraction was then chromatographed on chitin column and a single peak of adsorbed proteins
with hemagglutinating activity (MoCL) was eluted with 1.0 M acetic acid (Figure 1A). MoCL
was recovered with very high specific hemagglutinating activity (93,622) revealing high
purification level.

The purification factor obtained for MoCL (3573) was very higher than those reported
for lectins isolated from M. oleifera whole seeds. WSMoL was purified with specific
hemagglutinating activity of 2598 and a purification factor of 137 (Coelho et al., 2009; Rolim
et al., 2011) while cMoL was isolated with specific hemagglutinating activity of 864 and the
obtained purification factor was 2.3 (Santos et al., 2009). These results may also be ascribed
to concentration of proteins in seed cake and to facilitation in the solubilization of lectins after
oil removal.

SDS-PAGE revealed the presence of three polypeptide bands in MoCL, with
molecular masses of approximately 10, 15 and 27 kDa, being this last more intense (Figure
1B). Interestingly, similarities can be observed between the SDS-PAGE profiles of MoCL,
WSMoL and cMoL. SDS-PAGE of WSMoL revealed two polypeptide bands of 10 and 15
kDa (Figure 1C) and cMoL appeared as a single polypeptide band with 27 kDa (Figure 1D),
corroborating the results of Santos et al. (2009). It is plausible that MoCL, in fact,
corresponds to a mix of WSMoL and cMoL, which were co-purified being cMoL present at
higher concentration. The presence of both lectins may also be a reason for the very high
specific hemagglutinating activity.

The effect of carbohydrates on MoCL hemagglutinating activity is shown in Table 2
besides data previously reported for WSMoL and cMoL. The results showed that MoCL
hemagglutinating activity was inhibited by carbohydrates that inhibit WSMoL and cMoL
activities, in agreement with the presence of a mix of these lectins. Hemagglutinating activity

of MoCL was also inhibited by the glycoproteins used (Table 2).
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Studies showed that WSMoL is easily solubilized only by soaking intact seeds in
water (Santos et al., 2005) and that suspensions obtained by steeping of one, three, six or
fifteen M. oleifera intact seeds in 1 liter of water showed hemagglutinating activity and
impaired the larval development of A. aegypti (Coelho et al., 2009). In this sense, aqueous
suspensions CSg», CSp,, CS;, and CSsy were prepared using 0.2, 0.6, 1.2 and 3.0 g/LL of M.
oleifera cake, which corresponded to the weight of one, three, six and fifteen intact seeds,
respectively. The suspensions were assessed for protein content, hemagglutinating activity
and effect on development of A. aegypti larvae.

CSp, did not show protein content, while CSps, CS;, and CS3;, showed protein
concentrations of 0.02, 0.13 and 0.28 mg/mL, respectively. None of the suspensions were able
to agglutinate rabbit erythrocytes, indicating that the conditions employed to prepare the
suspensions did not solubilize lectins. In despite of this, the cake suspensions promoted a
significant delay in A. aegypti larval development (Figure 2). After 72-h incubation with CS; ,
and CSs, 14% and 20% of larvae were still in the first instar, respectively; in addition, 50—
60% of larvae were still at the second instar in both treatments. The absence of
hemagglutinating activity in suspensions that delayed larval development indicates that M.
oleifera cake contains other compounds able to exert deleterious effects on A. aegypti larvae.
Consoli and Oliveira (1994) reported that plant-derived compounds influence the
development of mosquito larvae and Coria et al. (2008) demonstrated a correlation between
the concentration of the plant extracts and their ability to delay the development of larvae to
pupae.

Despite the damage to larval development, no mortality was detected after incubation
of larvae with the cake suspensions. Differently, the incubation of A. aegypti larvae with the
aqueous suspension from fifteen M. oleifera seeds (3.0 g) resulted in a mortality rate of 45%

(Coelho et al., 2009). This preparation showed a specific hemagglutinating activity of 128 and



Oliveira, A.P.S. Torta de sementes de Moringa oleifera como fonte de com.... 63

the authors related lectin activity to the delayed development and larvae death (Coelho et al.,
2009).

The previous report of WSMoL ability to kill A. aegypti fourth-stage larvae stimulated
the evaluation of cake preparations containing lectin for larvicidal activity. The results from
larvicidal assay revealed that crude extract, lectin-rich fraction and MoCL were toxic for A.
aegypti larvae after 24-h incubation (Table 3). The decrease of LCsy value after each
purification step demonstrates the efficiency of the protocol in concentrate the active
principle. Cake extract was more effective on A. aegypti larvae than extracts from heartwood,
bark and leaf of Myracroduon urundeuva, which showed LCsy of 14.86, 8.81 and 10.9
mg/mL, respectively (Sa et al., 2009; Napoleado et al., 2012).

WSMoL showed a LCsy value of 0.197 mg/mL against A. aegypti larvae (Coelho et
al., 2009) while no mortality was detected after incubation with cMoL (Agra-Neto et al.,
2012). The larvicidal effect observed for MoCL corresponded to an intermediate response
between those observed for WSMoL and cMoL supporting the hypothesis that MoCL can be
a mixture of these two lectins or molecular forms similar to them. In addition, the high LCsg
value determined for MoCL could be explained by a higher amount of cMoL (inactive against
A. aegypti larvae) than WSMoL, as indicated by SDS-PAGE. It has been reported that distinct
effects of WSMoL and cMoL on A. aegypti larvae are linked to distinct interaction patterns
between these lectins and larval proteases, trypsin-like and amylase resulting in distinct
modulation of digestive enzyme activities (Agra-Neto et al., 2012).

The larvicidal activity of lectins has been recently reported. The Myracrodruon
urundeuva bark, heartwood and leaf lectins also showed larvicidal activity against A. aegypti
fourth-stage larvae with LCs, values of 0.125, 0.04 and 0.202 mg/mL, respectively (Sa et al.,
2009; Napoledo et al., 2012). The insecticidal mechanisms by which lectins kill insects can

involve resistance to hydrolysis by proteases from insect gut, binding to glycosylated
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molecules present at stomach and gut lumen, epithelial cells and peritrophic matrix, disruption
of intestinal tract organization as well as interference in activity of digestive enzymes
(Macedo et al., 2007; Coelho et al., 2009; Caccia et al., 2012; Napoledo et al., 2012).

Bioactive compounds have been recovered from seed cakes from other plants.
Kaempferol acetylated glycosides with high antioxidant activity on DPPH radical were
isolated from the seed cake of Camellia oleifera (Gao et al., 2011) and Camelina sativa cake
extracts containing phenolic compounds showed strong reducing power and radical
scavenging activity (Terpinc et al., 2012).

Similar to the results obtained with M. oleifera seed cake, lectin activity from
Jatropha curcas seeds were also resistant to oil extraction procedure. It was also reported the
presence of toxic phorbol esters and trypsin inhibitor activity in J. curcas cake, which is used
as an ingredient in livestock feed; the authors stated that these components and the lectins

should be removed from cake before offered to animals (Makkar et al., 2008).

4. Conclusions

M. oleifera seed lectins resisted to treatment of seeds with n-hexane. MoCL obtained
by procedure that includes protein extraction in water, ammonium sulphate treatment and
chitin chromatography probably is a mix of WSMoL and cMoL and showed specific
hemagglutinating activity higher than the lectins obtained from whole seeds. This study
reveals that seed cake is source of compounds without hemagglutinating activity that delay

larval development (cake suspensions) and lectins with larvicidal activity (MoCL).
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Table 1. Summary of M. oleifera cake lectins purification.

Sample Protein (mg/mL)  HA (titer) SHA Purification (times)
Cake extract 19.5 512 26.2 1

Lectin-rich fraction 25.9 1024 39.5 1.5

MoCL 1.4 131072 93622 3573

Hemagglutinating activity (HA) was defined as the as the reciprocal of the highest dilution of
sample promoting full erythrocyte agglutination. Specific HA (SHA) corresponded to the
ratio between titer and protein concentration (mg/mL). Purification was measured as the ratio

between the SHA in the stage and SHA of cake extract. MoCL: M. oleifera cake lectins.
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Table 2. Inhibition of hemagglutinating activity of MoCL, WSMoL and cMoL by

monosaccharide and glycoprotein preparations.

Inhibitor MoCL  WSMoL* cMoL"
Fructose + + -
Glucose + + +
Mannose + + -
N-acetylglucosamine + + -
Galactose + + +
Asialofetuin + ND +
Casein + ND +
Thyroglobulin + + ND

*According to Santos et al. (2005), Coelho et al. (2009) and Rolim et al. (2011). bAccording to
Santos et al. (2009) and Paiva et al. (2011). Inhibited (+) and not inhibited (-). ND: not

described.
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Table 3. Larvicidal activity of M. oleifera cake preparations against A. aegypti.

Sample Protein concentration (mg/mL)

LCis LCso LCsa
Cake extract 1.40 2.98 4.56
Lectin-rich fraction 0.58 0.95 1.33
MoCL 0.44 0.89 1.34

Lethal concentrations required to 16% (LCie), 50% (LCsp) and 84% (LCs4) of larvae in 24 h
were calculated by probit analysis with a reliability interval of 95%. MoCL: M. oleifera cake

lectins.
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Figure 1. Purification of M. oleifera cake lectins (MoCL). (A) Chromatography of lectin-rich
fraction on chitin column. The washing step used 0.15 M NaCl; arrow represents eluent
added. Fractions (2.0ml) were collected and evaluated for hemagglutinating activity (HA). (B)
SDS-PAGE (12%, w/v) of MoCL and densitogram showing intensities of polypeptide bands
staining. (C) SDS-PAGE (12%, w/v) of WSMoL isolated as described by Coelho et al.
(2009). (D) SDS-PAGE (12%, w/v) of cMoL isolated as described by Santos et al. (2009). All

gels were stained with Coomassie Brilliant Blue.
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Figure 2. A. aegypti larval instar (%) at 24 (A), 48 (B), and 72 h (C) in control (distilled
water) and M. oleifera cake suspensions (CS) obtained starting from 0.2, 0.6, 1.2 and 3.0 g of
cake powder. The bars are the mean + S.D. Data were analyzed with Student’s t-test and
Tukey test to determine significant differences (p < 0.05) among treatments. The different

letters indicate significant differences between treatments.
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6. CONCLUSOES

» Extrato aquoso da torta de sementes de M. oleifera apresentou atividade hemaglutinante,
revelando que lectinas resistiram ao tratamento das sementes com n-hexano.

» Lectinas de torta de sementes de moringa (MoCL) foram isoladas por extracdo de
proteinas em 4gua, precipitacdo com sulfato de amoénio e cromatografia em coluna de
quitina.

» MoCL consiste provalmente em uma mistura das lectinas WSMoL e cMoL, e apresentou
atividade hemaglutinante especifica maior que a das lectinas isoladas a partir das sementes
nao desengorduradas.

» A torta de moringa também contém compostos capazes de promover o atraso do
desenvolvimento de larvas de A. aegypti.

» Extrato aquoso da torta, fragdo enriquecida em lectinas e MoCL apresentaram atividade
larvicida contra larvas de A. aegypti.

» Os resultados obtidos agregam novos valores a torta de sementes de M. oleifera, bem

como a toda cadeia de producao do biodiesel de moringa.
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7. ANEXO

Mencao honrosa concedida aos melhores trabalhos/painéis apresentados na V11 Reunido
Regional da Federacao das Sociedades Biologia Experimental (FeSBE), realizada de 31
de maio a 02 de junho em Macei6-AL.

WACEIO= ALY

= Vim0

Mencao Honrosa
(Melhores Painéis)

g 4

MIEE2015

MACEID - AL

e e e e

b - it L el
utos Naturais e Quimica Medicinal

armacologia, Toxicologia, Pro

10.106 - INVESTIGA[;;E.O DAS ATIVIDADES TOXICA E ANTIDIARREICA DOS FRUTOS VERDES E
MADUROS DE SOLANUM STRAMONIFOLIUM JACQ, (SOLANACEAE) EM CAMUNDONGOS de
autoria CLEMENTINO-NETO, J, MENDONCA, M. A. O, VASCONCELOS, M. A, SILVA, A. D.

S, SILVA, T. M. S, CAVALCANTE, F. A. - Universidade federal de Alagoas - UFAL, Universidade
federal rural de Pernambuco - UFRPE, Universidade Federal da Paraiba — UFFPB.

10.125 - CARACTERIZACAO DO MODELO DE LESAQ MUSCULAR INFLAMATORIA INDUZIDO POR
CARRAGENINA de autoria SOUZA, A. C. A, SANTANA, J. M. D, CRUZ, K. M. L, CAMARGO, E. A, -
Universidade Federal De Sergipe — UFS.

10.155 - TORTA DE SEMEMNTES DE MORINGA OLEIFERA COMO FONTE DE AGENTE LARVICIDA
SOBRE AEDES AEGYPTI de autoria OLIVEIRA, A. P. S, ROCHA, J. M. T. S, ARAUIO, 1. M.

S, NAPOLEAO, T. H, COELHO, L. C. B. B, NAVARRO, D. M. A. F, PAIVA, P. M. G. - Universidade
Federal de Pernambuco — UFPE.

http://www.fesbe.org.br/regional2012/arquivos/mencao_honrosa.pdf
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TORTA DE SEMENTES DE Moringa oleifera COMO FONTE DE AGENTE LARVICIDA
SOBRE Aedes aegypti. 'Oliveira, A.P.S.**, 'Rocha, J.M.T.S., *Aragjo, 1.M.S.**, *Napole&o,
T.H.**, Coelho, L.C.B.B., °Navarro, D.M.A.F., *Paiva, P.M.G. 'Departamento de Bioquimica,
UFPE, Recife/PE; 2Departamento de Quimica Fundamental, UFPE, Recife/PE.

Objetivos: Moringa oleifera € uma oleaginosa de grande importancia para producdo do
biodiesel. Ap6s a extracdo do 6leo de suas sementes € gerado um co-produto denominado
torta. As sementes de moringa sementes contém duas lectinas (proteinas que reconhecem
carboidratos e aglutinam células): cMoL (lectina coagulante de M. oleifera) e WSMolL (lectina
solavel em agua de M. oleifera). WSMoL apresentou atividade larvicida o quarto estagio
larval (L4) de Aedes aegypti, 0 vetor da dengue (Chemosphere, 77, 934-938, 2009). O
objetivo do trabalho foi investigar a atividade larvicida contra A. aegypti de extratos salinos e
aquosos de torta de sementes de moringa contendo lectina.

Métodos: Farinha de sementes de moringa foi submetida a extracdo do 6leo com solvente
n-hexano e a torta obtida foi homogeneizada em agua destilada ou NaCl 0,15 M (16 h, 4 °C).
ApGs filtracao e centrifugacao, os sobrenadantes corresponderam aos extrato aquoso (EAT)
e extrato salino (EST) da torta, respectivamente. EAT e EST foram submetidos a dosagem
de proteinas e determinacdo da atividade hemaglutinante (AH) com eritrécitos de coelho. A
atividade larvicida foi avaliada utilizando diferentes concentracdes dos extratos e 20 larvas
no estagio L4. A mortalidade foi avaliada ap6s 24 h e os valores da concentracao letal de
proteinas necessaria para matar 50% das larvas (CL50) foram calculados através de analise
de probitos.

Resultados: EAT (31,3 mg/mL de proteinas) e EST (23,6 mg/mL de proteinas)
apresentaram AH de 512" e 1024, respectivamente, indicando a presenca de lectina.
Ambos os extratos promoveram a mortalidade das larvas, sendo os valores da CL50 para
EAT e EST de 4,028 e 4,804 mg/mL de proteinas, respectivamente. Os resultados obtidos
revelam que as atividades lectinica (hemaglutinante) e larvicida das sementes de moringa
foram preservadas mesmo apds o0 processo de extracdo de Oleo utilizando solvente
organico.

Conclusédo: Extratos de torta de sementes de moringa (EAT e EST) contém lectina e
apresentam atividade larvicida contra A. aegypti. Os resultados estimulam o isolamento de
lectinas a partir da torta e agregam novo valor biotecnolégico a este co-produto da cadeia de
producéo de biodiesel.

Apoio Financeiro: CNPq, CAPES, FACEPE e FACEPE/PRONEX.



