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RESUMO

Larvas de Aedes aegypti tém desenvolvido tolerdncia a muitos inseticidas usados para
controle do mosquito. Sementes de Moringa oleifera contém uma lectina soluvel em agua
(WSMolL) e este trabalho relata o efeito de extratos de sementes (MoE; , ;5) ¢ WSMoL sobre
o desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas de A. aegypti. Peptideo da digestdo em gel por
tripsina de WSMoL ¢ também descrito. MoE; , |5 mostraram atividade hemaglutinante e
WSMoL teve similaridade com proteinas floculantes de sementes de M. oleifera. MoE,; e
MoE; atrasaram o desenvolvimento larval o qual foi parado no terceiro instar (L3;) em MoEg e
MokE;s. Significante (p<0.0001) mortalidade larval foi somente detectado em MoE;s. WSMoL
nativa mostrou atividade larvicida (CLso 0,197 mg.mL™) e a lectina aquecida, sem atividade
hemaglutinante, ndo matou larvas L. Microscopia Optica mostrou que L4 vivas de MoE,
apresentaram camada epitelial, aumentado limen intestinal e segmentos hipertroficos; Ly
mortas de WSMoL foram ausentes de camada epitelial, tiveram aumentado limen intestinal e
segmentos hipertroficos. A presenca de atividade hemaglutinante nos extratos sugere que a
lectina soliivel promoveu atraso do desenvolvimento larval e mortalidade; auséncia de
atividade larvicida em WSMoL desnaturada por calor refor¢a o envolvimento da lectina neste

mecanismo.

Palavras-chave: Aedes aegypti; atividade larvicida; espectrometria de massas; Moringa

oleifera; morfologia.



ABSTRACT

Aedes aegypti larvae have developed tolerance to many insecticides used for mosquito
control. Moringa oleifera seeds contain a water-soluble lectin (WSMoL) and this work
reports the effect of M. oleifera seed extracts (MoE; (, 15) and WSMoL on development and
survival of A. aegypti larvac. WSMoL peptide from in-gel trypsin digestion is also described.
MokE; ¢, 15 showed hemagglutinating activity and WSMoL had similarity with flocculating
proteins from M. oleifera seeds. MoE; and MoE; delayed larval development which stopped
in the third instar (L3) in MoEs and MoEs. Significant (p<0.0001) larval mortality was only
detected in MoE,s. Native WSMoL showed larvicidal activity (LCsp 0.197 mg mL'l) and
heated lectin, without hemagglutinating activity, did not kill fourth instar (L) larvae. Optical
microscopy showed that alive Ls from MoE; presented underlying epithelium, increased gut
lumen and hypertrophic segments; dead Ls from WSMoL were absent of underlying
epithelium, had increased gut lumen and hypertrophic segments. The presence of
hemagglutinating activity in the extracts suggests that soluble lectin promoted delay of larval
development and mortality; absence of larvicidal activity in heat-denatured WSMoL

strengthens the involvement of lectin in this activity mechanism.

Keywords: Aedes aegypti; larvicidal activity, mass spectrometry; Moringa oleifera;

morphology.
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1. INTRODUCAO

Os insetos s3o um dos grupos mais abundantes e diversos entre os animais. A Ordem
Diptera, ¢ formada por insetos populares, como as moscas € os mosquitos, sendo estes os
principais responsaveis pela dissemina¢do de muitas doencas em regides tropicais. Interesse
particular ¢ dado a espéciec Aedes aegypti (Culicidae), por ser o principal vetor de muitas
arboviroses (virose transmitida por artrépodes, principalmente insetos ou acaros) como a
febre amarela e a febre de dengue (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; LEHANE, 2005).

O dengue ¢ a arbovirose de maior incidéncia no mundo, sendo endémica em todos os
continentes, exceto na Europa. Atualmente, ¢ uma das doengas infecciosas mais freqiientes
encontradas nos paises em desenvolvimento, e as taxas de soroprevaléncia estdo acima de
50% em paises endémicos (TAUIL et al., 2002). E uma infecgdo reemergente causada por
diferentes sorotipos virais € que se manifesta de diferentes formas clinicas, algumas graves e
letais, como a febre de dengue hemorragica. O dengue vem preocupando as autoridades
sanitarias de todo o mundo, em virtude de sua ampla circulagdo em regides tropicais e
subtropicais (MICIELI & CAMPOQOS, 2003).

Mundialmente, 2,5 bilhdes de pessoas estdo em risco de adquirir a doenga e 50 a 100
milhdes sdo infectadas anualmente, com mais de 20 mil mortes, caracterizando uma pandemia
(WHO, 2008). Nas primeiras 15 semanas de 2009 (1° de janeiro até 11 de abril), j4 foram
registrados no Brasil, 226.513 casos de dengue. No mesmo periodo de 2008, o total chegou a
440.360 casos, representando uma reducdo de 49% em relagdo ao ano passado
(SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2009).

A distribuicdo e a abundancia dessa doenca sdo fortemente influenciadas pela
urbaniza¢ao descontrolada, sistemas de distribuicao de dgua e gestao de residuos inadequados,

promovendo altas densidades e dispersao dos mosquitos vetores entre diferentes areas
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geograficas (WEAVER & VASILAKIS, 2009). Como nao hé& vacinas nem agentes
terapéuticos efetivos para prevenir a infec¢do da dengue ou combater essa doenga em pessoas
infectadas, o controle do vetor ¢ a unica solucao disponivel e mais comumente escolhida para
reducdo da transmissdo desse virus (CHAPAGAIN et al., 2008).

A febre amarela ¢ uma doenga infecciosa aguda que se manifesta por insuficiéncia
hepatica e renal, podendo matar em uma semana. A doenga pode apresentar-se sob duas
modalidades: urbana e silvestre. O A. aegypti transmite a febre amarela urbana, enquanto os
mosquitos Haemogogus e Sabethes infectados transmitem a febre amarela silvestre. A
prevengao ¢ feita através da vacina. No Brasil, a febre amarela urbana est4 erradicada desde
1942, quando foi registrado o ultimo caso no Acre. Em 1996, ocorreram 14 casos de febre
amarela silvestre no Brasil, com 12 dbitos (OPAS, 2003; MONATH, 2008).

Com o surgimento de formas resistentes do mosquito aos inseticidas convencionais
utilizados, tém crescido a procura por extratos vegetais e substancias naturais que sejam
efetivas no combate ao mosquito adulto ¢/ou a larva de A. aegypti e que sejam isentas de
toxicidade para o meio ambiente. Resisténcia a inseticidas convencionais ¢ um dos principais
obstaculos ao controle de insetos pestes de importincia na agricultura e na medicina. A
resisténcia implica no aumento da freqiiéncia de aplicagdo de inseticidas, dosagens crescentes,
rendimentos diminuidos, danos ambientais e surgimento de doengas, quando os vetores nao
podem ser controlados (SIMAS et al., 2004).

As plantas possuem suas proprias defesas que as protegem de outras plantas, insetos
fitéfagos e herbivoros predadores de uma maneira geral. Os tipos de defesa desenvolvidos
pelas plantas sdo constitutiva (direta) e induzida (indireta). Além dos produtos diretamente
envolvidos nas fungdes primdrias como a fotossintese, respiragdo e crescimento, as plantas
produzem uma grande variedade de outros compostos, os quais sdo denominados metabdlitos

secundarios. Acredita-se que, durante a evolugdo, essas substancias se manifestaram
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inicialmente como uma resposta das plantas as pressdes exercidas pelos herbivoros e quando
liberadas no ambiente foram envolvidas nas interagcdes planta/planta e planta/animal
(WHITTAKER, 1983; PRICE, 1984).

Os vegetais também desenvolveram mecanismos de defesa contra patdégenos (virus,
bactérias, fungos e insetos). Desde a década de 60, esses mecanismos sdo conhecidos, mas
somente nos ultimos anos, os patologistas vegetais vém-se dedicando ao estudo das bases
moleculares e genéticas deste fendmeno. (PINTO et al., 2002).

Estas defesas podem ser de natureza fisica ou quimica. Os mecanismos de defesa
fisicos contra herbivoros sdo facilmente observados e estdo relacionados com a presenca de
depositos cuticulares na epiderme, espinhos, tricomas entre outros, que afetam diretamente a
performance do inseto (BALDWIN et al.,, 2001). Por outro lado, as defesas quimicas,
normalmente, envolvem substancias do metabolismo secundario como toxinas, repelentes ou
um outro tipo de composto encontrado no interior da propria planta. Essas toxinas t€m tido e
continuam a ter um papel chave na prote¢ao das plantas contra os predadores (HARBORNE,
1993; PINTO et al., 2002).

As plantas também sintetizam e liberam inumeros compostos volateis (&cidos,
aldeidos e terpenos) para atrair polinizadores ou se defenderem de herbivoros (PICHERSKY
& GERSHENZON, 2002). No que concerne a defesa contra herbivoros, na defesa direta estao
envolvidas substancias como metabdlitos secundarios, enzimas e proteinas. Na defesa indireta
estdo envolvidas substancias produzidas pela planta, que atraem parasitas e/ou predadores de
insetos fitofagos (BALDWIN et al., 2001).

Segundo Lara (1991), algumas plantas possuem compostos ou substancias que podem
afetar a biologia, o desenvolvimento e a reprodug@o dos insetos. A sintese dessas substancias
pode estar relacionada a uma fungdo auto-ecoldgica da planta contra a dessecagao, salinidade

ou raios ultravioletas (STRONG, 1984). As fungdes dos produtos naturais das plantas podem
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ser multiplas, envolvendo elementos do metabolismo primario e secundario (SEIGLER,
1976). Atualmente, sabe-se que esses compostos, os quais compreendem antibidticos,
alcaloides, terpenos e proteinas, sdo encontrados em varios tecidos vegetais. Entre as
proteinas, estdo incluidas enzimas (tais como as quitinases), as lectinas e os inibidores de
enzimas digestivas. Recentemente, genes que conferem resisténcia a insetos podem ser
introduzidos em plantas de interesse para reduzir sua suscetibilidade ao ataque por
microrganismos ¢ insetos devido a maior expressdo dessas proteinas. Esses genes podem ser
obtidos de plantas, bactérias ou de outra origem (FRANCO et al., 1999).

A co-evolugdo existente entre plantas, insetos e outros microorganismos tem sido
explorada na busca por fontes naturais de substancias inseticidas, j& que as mesmas sao
produzidas pelo vegetal em resposta a um ataque. Inumeras substancias sdo produzidas pelo
vegetal para garantir sua defesa contra fitopatégenos. Um dos mecanismos de defesa das
plantas estd relacionado, supostamente, a presenga de proteinas tais como as lectinas
(proteinas que ligam carboidratos), as proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) dos tipos I
e I (SHU et al., 2009), os inibidores de proteases ¢ as glicohidrolases (CARLINI & GROSSI-
DE-SA, 2002). Outras proteinas também envolvidas sio as arcelinas (OSBORN et al., 1988),
as quitinases (COHEN, 1993), a canatoxina (CARLINI et al., 1997) e as diferentes formas de
proteinas de reserva (SALES et al., 2000).

A espécie Moringa oleifera pertencente a familia das Moringaceae ¢ uma planta nativa
da India, amplamente cultivada nos trépicos de todo o mundo, com interesse industrial,
econdmico e¢ medicinal (MAKKAR & BECKER, 1996; KARADI et al., 2006). Suas
sementes possuem propriedade coagulante (OKUDA et al., 2001) e tém sido utilizadas no
Nordeste brasileiro para purificacdo de dguas para consumo humano.

Sementes de M. oleifera contém lectinas e proteinas coagulantes (SANTOS et al.,

2005, KATRE et al., 2008; SANTOS et al., 2009). A alta solubilidade em agua da lectina
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WSMoL ( do inglés water soluble Moringa oleifera lectin) estimulou a avaliagao do efeito da
mesma sobre o ciclo bioldgico do mosquito Aedes aegypti, que ocorre na agua. O trabalho
teve como objetivos avaliar a agdo de WSMoL sobre o desenvolvimento e mortalidade das

larvas (L) de A. aegypti.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Dengue

Diferentemente da febre amarela, ndo hé vacina contra o virus da dengue, sendo o
controle do vetor essencial para o controle da doenga. O mosquito A. aegypti é o principal
vetor da dengue nos paises tropicais e nas Américas (HALSTEAD, 2007). Apresenta-se como
uma doenca febril aguda, caracterizada em sua forma classica, por dores musculares e
articulares intensas. O agente etiologico da dengue ¢ o arbovirus DEN, da familia
Flaviviridae, género Flavivirus, do qual existem quatro sorotipos diferentes: DEN-1, DEN-2,
DEN-3 e DEN-4 (OMS, 2002; TAUIL, 2002). A infec¢do por um desses sorotipos virais
confere prote¢do permanente para o mesmo sorotipo ¢ imunidade parcial e temporaria para os
outros trés. No momento, 3 dos 4 sorotipos (DEN-1, DEN-2 e DEN- 3) circulam
concomitantemente no Brasil, os quais sdo responsaveis por 80% dos casos notificados nas
Américas (DE SIMONE et al., 2004).

Trata-se, caracteristicamente, de uma enfermidade presente em dareas tropicais e
subtropicais, uma vez, que as condi¢cdes ambientais favorecem o desenvolvimento dos
vetores. Varias espécies de mosquitos do género Aedes podem servir como transmissores do
virus do dengue (OMS, 1997). No Brasil, duas delas estdo hoje instaladas em alta densidade:
A. aegypti e A. albopictus (JOHNSON et al., 2002).

A transmissdo da doenga ¢ iniciada quando a fémea, da espécie vetora, € contaminada,
quando realiza um repasto sangiiineo em um individuo infectado, estando na fase virémica da
doenga, tornando-se, ap6s um periodo de 10 a 14 dias, capaz de transmitir o virus por toda sua

vida (transmissdo transovariana) através de suas picadas. As infec¢des pelo virus do dengue
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causam desde a forma classica (sintomatica ou assintomatica), a formas graves e letais, como
a febre hemorragica do dengue (ARAUIJO et al., 2009).

A forma classica é uma doenga de baixa letalidade, mesmo sem tratamento especifico.
No entanto, incapacita temporariamente as pessoas para o trabalho. Na febre hemorragica do
dengue a febre ¢é alta, com manifestagdes hemorragicas, hepatomegalia ¢ insuficiéncia
circulatoria. A letalidade ¢ significativamente maior do que na forma cléssica, dependendo da
capacidade de atendimento médico-hospitalar da localidade (MELTZER & SCHWARTZ,

2009).

2.2 O mosquito Aedes aegypti

O mosquito A. aegypti Linnacus pertence ao Filo Arthropoda (pés articulados), Classe
Hexapoda (trés pares de patas), Ordem Diptera (um par de asas anterior funcional e um par
posterior transformado em halteres), Familia Culicidae. E um vetor de diversos patogenos,
incluindo o virus da dengue e o virus da familia Flaviviridae, que causa a febre amarela. E um
mosquito de habito doméstico e diurno, utilizando-se preferencialmente de depositos de agua
limpa para oviposi¢io. E uma espécie cosmopolita, com ampla ocorréncia em regides
tropicais e subtropicais, mas ¢ originario do norte da Africa (FORATTINI & BRITO, 2003).

E essencialmente, um mosquito urbano, por sua estreita associagdo com o homem,
encontrado em maior abundancia em cidades, vilas e povoados. Entretanto, no Brasil, México
e Colombia, ja foram localizados em zonas rurais, provavelmente transportado de areas
urbanas em vasos domésticos, onde se encontravam ovos ¢ larvas (OPAS, 1987; CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994; BRAKS et al., 2004).

Os mosquitos se desenvolvem através de metamorfose completa (holometabolia), e o

ciclo de vida do A. aegypti compreende quatro fases: ovo, larva (quatro estagios larvarios,
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denominados L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto (Figura 1). Em condi¢des favoraveis de
temperatura, umidade e disponibilidade de alimento, o tempo transcorrido entre o estagio de
ovo a adulto varia em média de 10 a 13 dias (FORATTINI, 1965). Os ovos medem,
aproximadamente Imm de comprimento, apresentando um contorno alongado e fusiforme.
Sao depositados pela fémea, individualmente, nas paredes internas dos depdsitos que servem
como criadouros, proximos a superficie da 4gua. No momento da postura os ovos sdo brancos
(Figura 2A), mas, rapidamente, adquirem a cor negra brilhante (Figura 2B) (FORATTINI,

1962).
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Figura 1. Ciclo biolégico de A. aegypti (SECRETARIA DE SAUDE E DEFESA CIVIL DO

ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 2007).

A fecundacdo se da durante a postura e o desenvolvimento do embrido se completa em
48 horas, em condi¢cdes favoraveis de umidade e temperatura. Apos o término do

desenvolvimento embrionario, os ovos sdo capazes de resistir a longos periodos de
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dessecacdo, que podem prolongar-se por mais de um ano. A capacidade de resisténcia dos
ovos a dessecacdo € um sério obstaculo para sua erradicagdo e um importante fator de
adaptacdo. Esta condi¢do permite que os ovos sejam transportados a grandes distidncias
(dispersdo passiva), em recipientes secos, tornando-se assim o principal meio de dispersdao do
inseto (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

A fase larvéaria caracteriza o periodo de alimentacdo e crescimento. As larvas passam a
maior parte do tempo alimentando-se principalmente de material organico acumulado nas
paredes e fundo dos depositos. O desenvolvimento larvario pode apresentar variagdes no
tempo de duragdo, dependendo de fatores ambientais como umidade relativa do ar,
temperatura, luz, pH da dgua do criadouro, disponibilidade de alimento e densidade das larvas

no criadouro.

ovo

LADO

Figura 2. Imagem do abdome da fémea do A. aegypti durante a saida dos ovos (A), (Acervo

do Oswaldo Cruz). (B) Esquema do ovo. (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Em condigdes 6timas, o periodo entre a eclosdo e a pupagdo pode nao exceder a cinco
dias. Contudo, em baixa temperatura e¢ escassez de alimento, o 4° estagio larvario pode
prolongar-se por varias semanas, antes de sua transformag¢ao em pupa. A larva do A. aegypti ¢

composta de cabega, torax e abdomen. Na L4, o abdomen ¢ dividido em oito segmentos
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(Figura 3A). O segmento posterior ¢ anal do abdomen tem quatro branquias lobuladas para
regulacdo osmotica e um sifao ou tubo de ar para a respiragdo na superficie da dgua. O sifao é
curto, grosso ¢ mais escuro que o corpo (Figura 3A). Para respirar, a larva vem a superficie,
onde fica em posi¢do quase vertical. Movimenta-se em forma de serpente, fazendo um S, em
seu deslocamento. E sensivel a movimentos bruscos na agua e, sob feixe de luz, desloca-se
com rapidez, buscando reflgio no fundo do recipiente (fotofobia) (CONSOLI & OLIVEIRA,
1994; MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Ap6s a fase larvaria, surgem as pupas (Figura 3B), que ndo se alimentam. E nesta fase
que ocorre a metamorfose do estagio larval para o adulto. Quando inativas se mantém na
superficie da agua, flutuando, o que facilita a emergéncia do inseto adulto. O estado pupal
dura, geralmente, de dois a trés dias. O corpo da pupa ¢é dividido em cefalotorax (cabeca e
torax unidos) e abdomen. Lateralmente, possui uma aparéncia em forma de uma virgula
(Figura 3B). A pupa tem um par de tubos respiratorios ou trompetas, que atravessam a agua e

permitem a respiragdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Figura 3. Larvas (A), pupas (B) e adulto (C) de A. aegypti.

Fonte: (A) www.sabbatini.com (B) www.abc.net.au/science/news/health (C)

www.infoescola.com
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Em seguida ocorre a emersao do adulto (Figura 3C), que representa a fase reprodutora
do inseto. Como ocorre em outros insetos alados, o adulto representa um importante vetor de
dispersdo. Entretanto, com o A. aegypti é provavel que haja mais transporte passivo de ovos e
larvas em recipientes do que dispersao ativa pelo inseto adulto. Apresenta uma coloragdo
escura, com faixas brancas nas bases dos segmentos tarsais ¢ um desenho em forma de lira no
mesonoto. Nos espécimes mais velhos, o desenho da lira pode desaparecer, mas dois tufos de
escamas branco-prateadas no clipeo, escamas claras nos tarsos e palpos permitem a
identificacdo da espécie (SERVICE, 1996; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

O macho se distingue essencialmente da fémea por possuir antenas plumosas e palpos
mais longos. Logo apds emergir do estagio pupal, o inseto adulto procura pousar sobre as
paredes do recipiente, assim permanecendo durante varias horas, o que permite o
endurecimento do exoesqueleto, das asas e, no caso dos machos, a rotacdo da genitalia em
180°. Dentro de 24 horas, ap6s emergirem, podem acasalar, sendo valido para ambos os
sexos. O acasalamento geralmente se da durante o vOo, mas, ocasionalmente, pode ser
realizado sobre uma superficie, vertical ou horizontal. Uma unica inseminagdo ¢ suficiente
para fecundar todos os ovos que a fémea venha a produzir durante sua vida (SERVICE,
1996).

As fémeas se alimentam mais freqiientemente de sangue (repasto sangiiineo) ¢ a maior
parte dos animais vertebrados atuam como fonte de repasto, mas ha uma grande afinidade
pelo homem, demonstrando ser uma espécie altamente antropofilica. O repasto sangiiineo das
fémeas fornece proteinas para o desenvolvimento dos ovos e ocorre quase sempre durante o
dia, nas primeiras horas da manhd e ao anoitecer. O macho alimenta-se de carboidratos
extraidos dos vegetais. As fémeas também se alimentam da seiva das plantas. Em geral, a
fémea faz uma postura apos cada repasto sangiiineo ¢ o intervalo entre a alimentagdo

sangiiinea e a postura ¢, em regra, de trés dias, em condigdes de temperatura satisfatorias.
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Frequentemente, a fémea se alimenta mais de uma vez, entre duas sucessivas posturas. Este
fato resulta na variacao de hospedeiros, disseminando o virus a varios deles.

A oviposi¢do, postura dos ovos pela fémea, ocorre mais freqiientemente no fim da
tarde, uma vez que a fémea gravida ¢ atraida por recipientes escuros ou sombreados, de
preferéncia aqueles preenchidos por dgua das chuvas, aqueles utilizados para armazenamento
de 4gua para uso doméstico, e com preferéncia por agua limpa e cristalina ao invés de agua
suja ou poluida por matéria organica, nas quais deposita os ovos (CLEMENTS, 1992;
BARATA etal., 2001).

A capacidade de dispersdao do A. aegypti pelo voo é pequena, quando comparada com
a de outras espécies. Nao ¢é raro que a fémea passe toda sua vida nas proximidades do local de
onde eclodiu, desde que haja hospedeiros. Quando ndo estdo em acasalamento, procurando
fontes de alimentagdo ou em dispersdo, os mosquitos buscam locais escuros e quietos para
repousar. A domesticidade do A. aegypti é ressaltada pelo fato de que ambos o0s sexos sdo
encontrados em proporgdes semelhantes dentro das casas (endofilia). Quando em repouso, €
encontrado nas habitagdes, nos quartos, nos banheiros e na cozinha e, s6 ocasionalmente, no
peridomicilio. As superficies preferidas para o repouso sdo as paredes, mobilia, pecas de
roupas penduradas e mosquiteiros (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; MINISTERIO DA
SAUDE, 2001).

Quando o A. aegypti esta infectado pelo virus do dengue ou da febre amarela, pode
haver transmiss3o transovariana destes, de maneira que, em variavel percentual, as fémeas

filhas de um espécime portador nascem ja infectadas (OPAS, 1987).
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2.2.1 Controle da populag¢éo de mosquitos A. aegypti

Na tentativa de manter a incidéncia das enfermidades transmitidas por insetos sob
controle, sdo destinadas, continuamente, quantias significativas de recursos para programas
contra os vetores. Porém, epidemias de dengue sdo freqiientes, devido a ampla circulagdo dos
quatro sorotipos virais no continente. Além disso, outros fatores intimamente relacionados a
biologia ¢ a0 comportamento do vetor, somados a problemas tipicos dos centros urbanos,
como pobreza e alta densidade populacional, contribuem para a ocorréncia de surtos. A dgua ¢
um elemento indispensavel a sobrevivéncia das populagdes, mas quando se torna escassa, a
unica forma de obté-la é através do armazenamento em depoésitos domésticos, que servem
como criadouros do vetor (CLARO et al., 2004; BRAGA & VALLE, 2007).

As altas densidades dos mosquitos estdo relacionadas ao comportamento sinantropico
e ao habito antropofilico dessa espécie. Além disso, sua atividade hematofagica diurna ¢ a
complexidade dos centros urbanos t€ém maximizado os problemas do combate por aplicagdes
espaciais de inseticidas (MONATH, 1994; SILVA et al., 2004).

O controle de culicideos utilizando inseticidas, como Temephos, Malathion e
Fenitrothion, constitui a principal medida adotada pelos Programas de Saude Publica.
Entretanto, em diferentes partes do mundo e no Brasil, tem sido registrada a resisténcia desses
dipteros a esses inseticidas convencionais (CARVALHO et al., 2004; JANTAN et al., 2005).

As armadilhas para controle e monitoramento de insetos consistem, geralmente, de
combinagdes de atrativos aos quais os insetos respondem. Diferentes espécies nao sao
igualmente atraidas pelos mesmos estimulos (LEHTONEN & PAHLONEN, 2004). Os
atrativos podem ser de natureza quimica, como os feromonios sintéticos ou naturais € os
cairomonios, fisica, como a transparéncia da dgua, luminosidade e temperatura, e biologica,

como a utilizagdo de iscas animais ¢ humanas (BARBOSA et al., 2007). Segundo Vargas
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(2002), tais armadilhas podem ser utilizadas para capturar ovos (ovitrampas), larvas
(larvitrampas) e os adultos (armadilhas adesivas, luminosas e iscas).

Grandes esforcos tém sido realizados para controlar mosquitos vetores ¢ a vasta
literatura tem acumulado operagdes de controle. O controle especifico para o mosquito A.
aegypti pode ser direcionado aos estagios imaturos aquaticos, para os adultos, ou para ambos
simultaneamente (SERVICE, 1996). O método ideal para controlar e prevenir a infestacdo de
mosquitos ocorre através do uso de larvicidas (CEPLEANU, 1983; GLUBER, 1989). E muito
mais facil controlar populagdes de mosquitos no estagio larval comparado com o adulto, pois
isto pode reduzir a aplicacdo total de pesticidas necessarios para este fim.

Em estratégias para os estagios imaturos, pode-se utilizar o controle biolodgico, através
de organismos predadores, patdgenos e parasitas naturais, capazes de parasitar ou predar os
mosquitos em varias fases evolutivas. Algumas linhagens de bactérias entomopatogénicas, do
género Bacillus, produzem toxinas protéicas com um alto grau de especificidade a insetos
vetores que, quando ingeridas, provocam mortalidade das larvas. As duas espécies mais
utilizadas como larvicidas sdo o Bacillus sphaericus (Bs) e Bacillus thuringiensis serovar
israelensis (Bti). O Bti ¢ utilizado principalmente para controle de espécies do género Aedes
(ARAUJO et al., 2007). Esta especificidade e ndo-toxicidade para vertebrados tém levado ao
seu sucesso comercial. No entanto, os insetos podem desenvolver resisténcia a este valioso
recurso de controle biologico (TABASHNIK, 2001; JAYARAMAN et al., 2005).

O controle genético também pode ser utilizado através da producdo de machos
hibridos e estéreis, ou pelo uso de citoplasmas incompativeis, translocacdes, introducao de
genes letais ou genes que tornem os mosquitos refratdrios como vetores, produzindo, por
meio da divisdo meidtica, um nimero excessivo de machos (ESTEVA & YANG, 2005).

O controle fisico, mais conhecido como controle ambiental ou mecanico consiste na

substitui¢do, drenagem ou reducdo dos locais de reprodugdo dos insetos. A participagdo da
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populagdo ¢ fundamental na localizagdo e eliminagdo dos criadouros, principalmente
intradomiciliares e peridomiciliares, que funcionam como os principais focos para
proliferagdo desse inseto (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; HEMME et al., 2009).

O controle quimico, um dos métodos mais antigos a ser utilizado consiste na aplicacao
de substancias quimicas como larvicidas, 6leos, repelentes, organosfosfatos, organofosforados
e piretroides, entre outros (LUNA et al., 2004; CHUNG et al., 2009).

Por outro lado, o controle direcionado aos estagios adultos ocorre através de materiais
de protecdo pessoal, como o uso de janelas, portas, ventiladores e telas contra os mosquitos,
ou ainda, pela aplicagdo de vapores de 6leos, aerossois, névoas e neblinas ou aplicagcdes em
pequenas quantidades de inseticidas concentrados como Malathion e outros piretroides
(LUCIA et al., 2009; SERVICE, 1996).

Tendo em vista a grande flora brasileira, a busca por um controle quimico alternativo,
derivado de fontes naturais tem aumentado e estimula a descoberta de novas substancias com

potencial larvicida contra o vetor A. aegypti (OMENA et al., 2007).

2.2.1.1 Controle quimico

O controle quimico direcionado a contencdo de insetos ou populacdes de insetos,
consiste na aplica¢ao direta ou indireta de compostos quimicos, em concentragdes adequadas
para produzir mortalidade. Os programas de controle direcionados a mosquitos vetores, com
excegdo do vetor da malaria, consiste da aplicagdo de larvicidas quimicos (GALLO et al.,
1988; BRAGA & VALLE, 2007).

Os inseticidas organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretréides tém sido
empregados em varias regides do mundo para o controle de mosquitos. No Brasil, o dicloro-

difenil-tricloroetano (DDT) ¢ ainda o inseticida quimico mais largamente empregado para
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esse fim. Trata-se de um produto relativamente barato, com elevado poder residual,
moderadamente toxico e de baixa absor¢do cutinea, por outro lado ndo ¢ biodegradavel,
sendo acumulativo no tecido adiposo de animais; podendo interferir no metabolismo do s6dio
e potassio ¢ mostrou-se carcinogénico em camundongos (ALDRIDGE apud CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994).

O poder toxico de um inseticida ¢ determinado estabelecendo-se a dose minima
necessaria para matar o inseto. Esta dose por sua vez ¢ varidvel, de acordo com produtos
existentes ¢ das diferentes reagdes fisiologicas em cada inseto (GALLO et al., 1988). Os
produtos naturais inseticidas foram muito utilizados até a década de 40, quando os produtos
sintéticos passaram a ganhar espago a partir da II Guerra Mundial, devido a pesquisas com
produtos biocidas. Estes mostraram-se muito mais potentes e menos especificos que os
naturais, até entdo utilizados no controle de pragas agricolas, e foram quase totalmente
substituidos. A utilizagdo de inseticidas pode ser vista de forma bastante genérica no século
XX, segundo trés fases. Durante os primeiros 50 anos predominaram os produtos inseticidas
de origem organica e inorganica. Os inorganicos mais utilizados foram os arseniatos de calcio
e chumbo (verde Paris), cupratos (calda bordalesa), enxofre em po, varios sulfatos, cal,
fluorsilicato de bario, aminosselenossulfito de potassio (criolite) e 6leos minerais. Destes, os
arseniatos mostraram-se extremamente toxicos ao homem, animais superiores e ambiente
como um todo. Dentre os organicos de origem natural, foram muito utilizados os alcaldides
como a nicotina, nor-nicotina e anabasina, os piretrdides como a piretrina, aletrina,
deltametrina, os rotendides tendo a rotenona como principal exemplo, € em menor escala
alguns quassinéides como a quassina (LARINI, 1979; MARICONI, 1981; ADDOR, 1994;
VIEIRA & FERNANDES, 1999).

Apds a II Guerra Mundial, ocorreu uma explosdo no desenvolvimento da sintese

organica, inclusive de produtos com atividade inseticida. Passaram a ser utilizados o
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hexacloroexano (HCH), DDT, Aldrin, Dieldrin e Clordano. A resisténcia adquirida e a
polui¢do ambiental, devido a aplicacdao repetida de inseticidas sintéticos persistentes, tém
levado a um aumento no interesse por novos produtos quimicos para o controle de pragas
(BUGHIO & WILKINS, 2004). Inseticidas sintéticos, incluindo hidrocarbonetos clorados,
ésteres organofosforados, carbamatos e piretroides sintéticos continuam a contribuir para a
produ¢do mundial de alimentos nas ultimas décadas. Além disso, o uso continuo de quase 200
mil toneladas destes produtos, predominantemente na area agricola, tem sido problematico,
pois muitas espécies-chave tém-se tornado resistentes a estas substincias, enquanto que
espécies secundarias estdo em risco de dizimagdo dos seus predadores naturais, em virtude da
acdo neurotoxica inespecifica dos produtos utilizados (VIEGAS JR, 2003). Por outro lado,
estas substancias algumas vezes persistem no ambiente como residuos toxicos, muito além do
tempo desejado. Além disso, muitos inseticidas disponiveis no mercado, incluindo o
hexacloro benzeno, toxafeno, compostos organofosforados e carbamatos sdo toxicos aos
rebanhos e extremamente caros, principalmente considerando os produtores primarios de
paises do terceiro mundo (NDUMU et al., 1999).

Novas substancias s3o necessarias, portanto, para o controle efetivo de pragas,
oferecendo maior seguran¢a, biodegradabilidade, seletividade, viabilidade econdmica e
aplicabilidade em programas integrados de controle de insetos com baixo impacto ambiental

(PINTO et al., 2002; DHARMAGADDA et al., 2005).

2.2.1.2 Controle alternativo: inseticidas naturais

Tradicionalmente, produtos derivados de plantas t€m sido utilizados por comunidades

humanas em muitas partes do mundo contra vetores. Os fitoquimicos derivados de fontes
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vegetais podem agir como larvicidas, inibidores do crescimento, desreguladores do
desenvolvimento, repelentes e atrativos para oviposi¢cao (BABU & MURUGAN, 1998).

Os metabolitos produzidos pelas plantas para prote¢do contra microrganismos e
insetos predadores sdo candidatos naturais na descoberta de novos produtos no combate a
insetos-praga ¢ vetores de doengas, como o A. aegypti. Muitos estudos t€ém apresentado a
atividade de produtos naturais, como inseticidas e larvicidas, para o controle de mosquitos do
género Aedes (LUNA et al., 2005; KIRAN et al., 2006; OMENA et al., 2007, CHAPAGAIN
etal., 2008; CHENG et al., 2008; AUTRAN et al., 2009; MELO-SANTOS et al., 2009).

As plantas podem ser fontes alternativas para repelentes de mosquitos porque elas
constituem uma fonte potencial de quimicos bioativos e tipicamente sdo livres de perigo ou
prejuizo ambiental (LUNA et al., 2005; OMENA et al., 2007). Por causa disso, muito
interesse tem sido direcionado a extratos de plantas, ou 6leos essenciais como potenciais
agentes repelentes de mosquitos (YANG et al., 2004) e atividades deterrentes foram
observadas por muitos pesquisadores.

A grande variedade de substancias presentes na flora continua sendo um enorme
atrativo na area de controle de insetos, principalmente levando em consideragdo que apenas
uma pequena quantidade dessas plantas foi investigada com tal finalidade. O estudo dos
mecanismos de defesa das plantas é uma rica fonte na busca por compostos naturais que
preencham os requisitos de eficacia, seguranca e seletividade.

A busca por inseticidas naturais ganhou enorme impulso depois da descoberta dos
efeitos indesejaveis aos ecossistemas dos inseticidas sintéticos, que utilizava em larga escala,
o DDT (PINTO et al., 2002). Assim, novos compostos com atividades larvicida e inseticida se
tornam importantes devido ao aumento dramatico da incidéncia de doengas transmitidas por

insetos (OMENA et al., 2007).
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O uso indiscriminado de inseticidas sintéticos esta criando problemas multifatoriais
como polui¢do dos rios, da agua e do ar, resisténcia aos inseticidas e toxicidade para
humanos. Mundialmente, existe uma necessidade para encontrar alternativas para estes
inseticidas sintéticos e grandes esforcos tém sido realizados para superar esses problemas.
Enfase tem sido dada recentemente em metodologias vidveis tanto ambientalmente como
economicamente no controle desses insetos, considerados pragas. Inseticidas botanicos sao
promissores em sua eficicia, facilmente biodegradaveis, contribuindo com o ambiente e
também de baixo custo financeiro (DHARMAGADDA et al., 2005 ; KIRAN et al., 2006).

Muitas plantas produzem metabodlitos secundarios que inibem o crescimento de
insetos. Terpenos, como os limonoides, e fenilpropandides volateis sintetizados por espécies
vegetais podem ter diferentes propriedades, dependendo da espécie de inseto em estudo. Essas
propriedades podem ser atrativas (alimentagdo, polinizagdo), deterrentes ou inseticidas
(KAINULAINEN et al., 1998; VIEGAS JR, 2002).

Extratos das flores de Chrysanthemum cinerariafolium contém o piretro, o primeiro
composto natural a ser utilizado extensivamente contra mosquitos adultos, e ainda o inseticida
mais conhecido e largamente utilizado. Os inseticidas naturais parecem nao ter qualquer efeito
sobre as populagdes ndo-alvo e sdo biodegradaveis, além de ser localmente disponivel em
muitas partes do mundo, mais afetadas por doengas transmitidas por mosquitos. Atuam
interferindo no crescimento e na reprodugdo das pragas e sdo eficazes contra as diferentes
fases de seu crescimento (SUKUMAR et al., 1991).

Uma estratégia viavel para a reducao das populagdes de insetos ¢ o uso de extratos de
plantas, associado a outros métodos de controle, uma vez que sistemas auto-sustentaveis de
produgdo requerem metodologias menos agressivas que, preferencialmente, sejam parte do
agroecossistema e, assim, mais duradouras (CAVALCANTE et al., 2006). Extratos de plantas

vém sendo utilizados pelo homem desde a Idade Antiga, numa pratica que persiste até hoje,
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com mais de 2000 espécies de plantas conhecidas por suas propriedades inseticidas
(KAINULAINEN et al., 1998).

Em anos recentes, o uso de extratos botanicos ¢ biodegradaveis ¢ considerado uma
importante estratégia alternativa e vidvel economicamente para o controle de mosquitos
vetores (JACKSON et al., 1990). A descoberta por novos métodos para o controle da espécie
A. aegypti ¢ um parametro importante e o controle do vetor, ndo ¢ um mecanismo facil, visto
que o mosquito apresenta uma alta plasticidade genética e facil adaptagdo a condigdes
ambientais adversas (LUNA et al., 2005). Muitos trabalhos citam derivados quimicos de
plantas no controle de varios estagios e espécies de mosquitos.

Extrato hexanico de Myroxylon balsamum (6leo vermelho) foi eficiente contra o
terceiro estagio larval de A. aegypti (SIMAS et al., 2004). Extratos metanolicos de folhas,
cascas, alburno e cerne da criptoméria (Cryptomeria japonica) foram também analisados
contra o quarto estagio larval (Ls) de A. aegypti ¢ Ae. albopictus. Os resultados dos testes
larvicidas demonstraram que a fragdo n-hexano do extrato metandlico do alburno teve um
excelente efeito inibitorio, provocando 100% de mortalidade das larvas em 24 h, numa
concentragdo de 400 ug/mL, diferentemente dos extratos que foram obtidos das outras partes
da planta (CHENG et al., 2008). Extratos brutos etanolicos de cascas do tingui (Magonia
pubescens) mostraram atividade larvicida para A. aegypti e A. albopictus (SILVA et al.,
2004). Estudos recentes t€ém apontado o tingui como uma fonte natural de agente larvicida por
causa da presenca de atividades larvicidas em extratos e fracdes ricas em saponinas de varios
tecidos dessa planta, tais como frutos, raizes, cascas e folhas (WIESMAN & CHAPAGAIN,
2003; CHAPAGAIN, 2006). Extratos etanolicos obtidos de frutos e folhas de Melia
azedarach tém mostrado efeitos larvicida e deterrente contra A. aegypti (WANDSCHEER et

al., 2004; CORIA et al., 2008).
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Oleos essenciais também tém sido bastante utilizados como larvicidas, devido a sua
natureza lipofilica, que interfere diretamente nas fun¢des do metabolismo basico, bioquimico,
fisiolégico e comportamental dos insetos (NISHIMURA, 2001). Por exemplo, os o6leos
essenciais de Thymus vulgaris, Satureja hortensis e Thymus satureioide mostraram ser
eficazes sobre a mortalidade larval de Culex quinquefasciatus, com valores de CLsy menores
que 50 g/ml (PAVELA, 2009); 6leo essencial extraido de flores de Dendropanax morbifera,
com efeito toxico sobre quarto estagio larval de A. aegypti, apresentou CLsy de 62,32 ppm
(CHUNG et al., 2009) enquanto que o 6leo derivado da inflorescéncia de Piper marginatum
exibiu uma potente agdo larvicida em pequenas concentragdes sobre estagio Ly de A. aegypti
num valor de CLsode 20 ppm (AUTRAN et al., 2009).

Efeitos larvicidas sobre A. aegypti e Ae. albopictus também foram detectados em 6leos
essenciais extraidos de folhas de Cryptomeria japonica em diferentes idades da planta (58, 42
e 26 anos), e as folhas de maior idade foram mais eficazes na atividade larvicida (CHENG et
al., 2009). Oleos essenciais e compostos isolados de folhas e caule de Chloroxylon swietenia
tiveram atividade larvicida determinada para as espécies A. aegypti e Anopheles stephensi,
sendo os compostos isolados mais toxicos para as larvas de Anopheles stephensi (KIRAN et
al., 2006).

Estudos morfoldgicos que esclarecem os efeitos toxicos de extratos de plantas sobre
larvas de A. aegypti, auxiliam na compreensao das diversas formas de agdo desse compostos
(ARRUDA et al., 2003; GUSMAO et al., 2002). A demonstragio do local de atuacdo e da
forma de agdo tem grande importancia para a potencializacdo de seus efeitos ¢ para o

desenvolvimento de produtos insetidas.
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2.3. Lectinas

2.3.1 Generalidades

As lectinas s3o uma de classe de proteinas ou glicoproteinas hemaglutinantes
estruturalmente diversa e contém pelo menos um dominio de ligagdo a carboidratos, tais como
monossacarideos e oligossacarideos as quais se ligam com alta especificidade e de forma
reversivel (PEUMANS et al., 2001; SHARON & LIS, 2004 SHARON, 2007; CORREIA et
al., 2008).

Apresentam uma ampla distribui¢ao na natureza (RATANAPO et al., 2001) e centenas
dessas moléculas tém sido isoladas de diferentes microrganismos como virus, bactérias e
fungos (TRIGUEIROS et al., 2003; ZHAO et al., 2009) de invertebrados (WANG et al.,
2009) e vertebrados (KILPATRICK, 2002) incluindo os mamiferos.

Em plantas, as lectinas tém sido isoladas de sementes (SANTOS et al., 2009), folhas
(GHOSH, 2008), flores (ITO, 1986), frutos (THAKUR et al., 2007), liquens (SILVA et al.,
2009), entrecascas (NASCIMENTO et al., 2008), rizomas (LIN et al., 2008), cerne (SA et al.,
2009) e raizes (WANG & NG, 2006).

As lectinas diferem entre si pela composi¢do e seqliéncia de aminoacidos na cadeia
polipeptidica, quanto ao niimero de subunidades na estrutura protéica, quanto a necessidade
de presenca de metais para a AH, bem como especificidade do sitio de ligagdo a carboidratos
(CORREIA et al., 2008).

A deteccao de lectinas em material bioldgico inicia-se a partir de ensaios de
aglutinacdo, na qual estas proteinas interagem com os carboidratos da superficie celular do
eritrocito por meio dos seus sitios de ligacdo, formando ligagdes reversiveis entre células

(SANTOS et al., 2005). O ensaio da atividade hemaglutinante (AH) ¢ comumente realizado
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pela técnica de diluicdes seriadas da lectina e posterior incubagao com eritrocitos (SANTOS
et al., 2005). A presenga de uma lectina na amostra, como agente aglutinante ¢ confirmada
através dos ensaios de inibicdo da AH com uma solugcdo do carboidrato ligante ou
glicoproteina (TRINDADE et al., 2006). A deteccdo, identificacdo e quantificagdo de lectinas
também podem ser realizadas através de analise protedmica e de seqlienciamento por
espectrometria de massas para futuras aplicagdes em processos bioquimicos, imunologicos e

toxicologicos (NASI et al., 2009).

2.3.2. Purificacédo e caracterizacéo

Na purificacdo de lectinas estdo envolvidas técnicas comuns a protocolos de
isolamento de proteinas. A etapa inicial do isolamento consiste de preparagdes de extratos em
solugdo aquosa (SANTOS et al., 2005), salina (KONOZY et al., 2003) ou em tampdes
(OLIVEIRA et al., 2002). Para purificacdo parcial, realiza-se uma precipitacdo protéica
desses extratos brutos utilizando um sal, como o sulfato de amonio. Em seguida, as proteinas
sdo precipitadas em fragdes distintas mantendo sua conformagao nativa (COELHO & SILVA,
2000). As lectinas sdo geralmente nomeadas de acordo com a planta da qual elas foram
extraidas.

A purificagdo parcial de lectinas através de fracionamento salino, utilizando o sulfato
de amonio tornou-se um dos procedimentos mais utilizados, pois as proteinas possuem muitos
grupos carregados e por isso, a sua solubilidade depende da concentragdo dos sais dissolvidos
(LEHNINGER, 2006), a solubilidade aumenta com o acréscimo de sais (salting in) e volta a
decrescer a medida que mais sal ¢ adicionado (salting out).

Apds o fracionamento salino, as lectinas s3o normalmente submetidas a processos de

diadlise em membranas semipermedaveis, seguida de processos cromatograficos, tais como
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troca ionica (LAM & NG, 2008), gel filtragao ou exclusdo molecular (REGO et al., 2002;
JUNG et al.,, 2007, POHLEVEN et al., 2009) e de afinidade (TATENO et al., 2003;
SANTANA et al., 2008).

A técnica de cromatografia liquida de alta resolu¢do em fase reversa (HPLC) tém sido
amplamente utilizada como um processo final na purificagdo de lectinas apos a utilizacao de
outros métodos cromatograficos, além de ser um meio de caracterizagdo da massa molecular
destas proteinas quando ocorre em uma matriz de gel filtragdo (NG et al., 2003; WONG &
NG, 2003; JIANG et al., 2009).

A cromatografia de afinidade ¢ uma técnica amplamente utilizada, e tem como
critérios de separagdo a habilidade de ligagao das lectinas a suportes polissacaridicos através
de ligacdes ndo-covalentes. A proteina desejada ¢ obtida com um alto grau de pureza (YE &
NG, 2002), alterando as condi¢des de pH (DATTA et al., 2001) ou forga ionica (FREIRE et
al., 2002).

A caracterizagdo ¢ realizada por meio da determina¢do de diferentes propriedades
fisico-quimicas da lectina e envolve métodos diversos como inibi¢cdo da AH por carboidratos
e/ou glicoconjugados (YANG et al., 2007), avaliagdo da AH com eritrocitos de diferentes
espécies de animais (por exemplo: coelho, galinha, sistema sangiiineo humano A, B, AB ¢ O),
em presenga de ions ¢ em diferentes valores de pH e temperatura (SANTOS et al., 2009).

Técnicas eletroforéticas, mono ou bidimensional, sdo eficientes para definir a
natureza da carga liquida da proteina e o peso molecular das subunidades, bem como para
avaliar a pureza da preparagdo obtida (NASI et al., 2009).

A combinagdo de andlises cromatograficas de lectinas com espectrometria de massas
(MS) tem revelado uma defini¢do estrutural de proteinas, principalmente de glicoproteinas
por superar as limitagdes decorrentes da heterogeneidade dos agtcares (KUBOTA et al.,

2008).
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A espectrometria de massas (técnica de detecgdo da massa de ions quando esses
atravessam um campo magnético) ¢ utilizada para a identificagdo das proteinas, devido a
sensibilidade e reprodutibilidade dos resultados, utilizando pequenas quantidade de amostra
(GERMEINER et al., 2009). A técnica de espectrometria de massas denominada MALDI-
TOF, no MALDI (matrix-assisted laser desorption/ ionization), as proteinas sdo misturadas a
uma matriz, que ¢ geralmente um acido fraco (como por exemplo o acido a-ciano-4-
hidroxicinamico). Apds a cristalizagdo da matriz, um laser ¢ incidido sobre a matriz contendo
os fragmentos da proteina, que sdo entdo ionizados, atravessando um campo elétrico. Como,
nessa técnica, geralmente os fragmentos de proteinas adquirem apenas uma carga, a
velocidade com que migram esta relacionada com a massa do fragmento. O aparelho entio
determina essa massa através do tempo de voo (TOF, time of flight) de cada fragmento. Os
valores das massas dos peptideos (fragmentos) gerados por uma determinada proteina apos a
hidrélise enzimatica sdo entdo avaliados utilizando bancos de dados. Na técnica de peptide
mass fingerprint (PMF), o conjunto de massas dos peptideos gerados pela fragmentacdo de
uma proteina obtido por MALDI-TOF-MS sdo comparados com um banco de dados contendo
seqiiéncias de proteinas conhecidas ou o genoma. O banco de dados realiza uma clivagem
“tedrica” dessas proteinas pela enzima utilizada (no caso, a tripsina) e compara as massas
teoricas dos peptideos com as obtidas na espectrometria de massas. (COELHO et al., 2004;

KUBOTA et al., 2008; NASI et al., 2009).

2.3.3 Aplicacdes biotecnoldgicas e atividades bioldgicas

A especifica interacdo das lectinas a glicoconjugados em solu¢do ou na superficie

celular dota estas moléculas de diversas atividades bioldgicas e as tornam ferramentas

valiosas em diferentes aplicagdes biotecnologicas (CORREIA et al., 2008). Lectinas possuem
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varias atividades incluindo antimicrobiana, antitumoral, reconhecimento de carboidratos ou
glicoconjugados presentes na superficie das células de diferentes animais, como também acao
inseticida.

Lectinas purificadas podem ser utilizadas para diversos fins. Podem ser utilizadas em
estudos citoquimicos e histoquimicos na detec¢do de residuos glicosilados em superficies
teciduais de humanos e animais (PEDINI et al., 2002), como moléculas de reconhecimento
para diferencia¢do de tumores malignos e benignos (GORELIK et al., 2001), como moléculas
bioadesivas no enderecamento de drogas (BIES et al., 2004), indugdo de apoptose celular
(LIU et al., 2009) e isolamento de glicoconjugados quando imobilizados em suportes
insoluveis (FRANCO-FRAGUAS et al.,, 2003; BANERJEE et al., 2004). Assim, sdo
proteinas amplamente versateis.

As lectinas de plantas tém sido escolhidas para estudos das bases moleculares nos
eventos de reconhecimento dos processos de infecgdes virais, bacterianas, flingicas e
parasiticas; enderecamento de células e componentes soluveis; fertilizagdo, metastases,
crescimento ¢ diferenciag@o celular (LORIS et al., 1998; KEYAERTS et al., 2007). Algumas
lectinas de plantas estimulam o sistema imune por ativagdo nao especifica de células T ou
atuam influenciando a divisdo celular. Outras causam aglutinacdo de células, como os
eritrocitos. As lectinas de Viscum album ja estdo sendo aplicadas na terapia do cancer
(HARTMANN et al., 2006). As lectinas também sdo usadas em procedimentos de diagnostico
e estudos das fung¢des do sistema imune, tais como indugdo de linfécitos, produgdo e
proliferacdo de interferons e citocinas, asma e inflamacdo e outros efeitos

imunoestimulatorios (CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002; STAUDER & KREUSER, 2002).
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2.3.4 Papel fisioldgico

Em humanos, as lectinas atuam como receptores ¢ desempenham um papel no trafego
extracelular de glicoproteinas, mediadores de reconhecimento celular em véarios processos
bioldgicos, adesdo celular, interagdes celulares e imunidade inata (LEFFLER, 2004; HSU,
2004; NASI et al., 2009). Enquanto em microorganismos, as lectinas desempenham papéis de
simbiose responsaveis pela associacdo especifica entre bactérias da flora intestinal e da
mucosa humana (SULAGNA, 2004).

Funcionam também como determinantes da transmissdo de patdgenos por artropodes
(GRUBHOFFER & HYPSA VAND VOLF, 1997), estando envolvidas nos mecanismos de
interacdo inseto-parasita (PEREIRA et al., 1981; INGRAM & MOLYNEUX, 1991;
JACOBSON & DOYLE, 1996; GRUBHOFFER & HYPSA VAND VOLF, 1997). O primeiro
artigo de lectinas em tecidos especificos de vetores foi publicado em Rhodnius prolixus
segundo Pereira et al. (1981). Entretanto, dados de lectinas em vetores t€ém surgido de
pesquisas com os mosquitos tsé-tsé e t€ém mostrado que lectinas em tecidos especificos podem
atuar no papel crucial de controle de moscas tsét-tsé¢ na infec¢@o por tripanossomas africanos
(MAUDLIN, 1991).

Existem evidéncias indicando que a biossintese de lectinas em insetos ocorre
principalmente no corpo gorduroso, embora aglutininas sdo também relatadas serem
produzidas pelos 6rgaos sexuais (STILES et al., 1988), hemocitos (AMIRANTE, 1976) e em
alguns casos estdo associados com a membrana celular (BRADLEY et al., 1989;
MAUCHAMP, 1982).

Tem sido mostrado que lectinas de insetos atuam com uma variedade de fungdes,
principalmente, no reconhecimento do ndo proprio (INGRAM & MOLYNEUX, 1991), e

também estdo envolvidas na fagocitose, encapsulamento, melanizag¢do e coagulacao
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(GRUBHOFFER & HYPSA VAND VOLF, 1997). Entdo, lectinas com distintas
especificidades a acticares envolvem papéis no reconhecimento e prote¢do do sistema imune
contra protozoarios e patdogenos microbianos (BARREAU et al., 1995).

Em plantas, sugere-se que as lectinas possuem diferentes papéis fisioldgicos, incluindo
transporte de carboidratos, estocagem e mobilizacdo de proteinas de reserva e carboidratos,
alongamento da parede celular, interagdo entre plantas e microorganismos e defesa contra o
ataque de fungos, virus e insetos (KENNEDY et al., 1995; ISIDRO et al., 2001; CARLINI &

GROSSI-DE-SA, 2002; PAES et al., 2002; LIMPENS & BISSELING, 2003).

2.3.5 Lectinas com atividade inseticida

Viérias compostos isolados de plantas tém mostrado efeitos entomotoxicos a
insetos das ordens Coleoptera, Homoptera e Lepidoptera quando esses se alimentam. Dentre
estes compostos inserimos as lectinas como proteinas vegetais, € com potencial atividade para
serem avaliadas em estudos larvicidas (CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002;
VASCONCELOS & OLIVEIRA, 2004; SA et al., 2009). A lectina isolada de leguminosa,
Canavalia ensiformis, mostrou ser altamente tdxica para o coledptero Callosobruchus
maculatus (CARLINI & UDEDIBIE, 1997) ¢ uma lectina com especificidade a manose
(TEL) purificada de sementes de Talisia esculenta, também foi toxica para esse coledptero
quando aplicadas em dieta artificial. TEL, também apresentou toxicidade para larvas de
Zabrotes subfasciatus (MACEDO et al., 2002). Lectinas de plantas foram avaliadas em
ensaios de oviposigdo contra coleoptero o Callosobruchus maculatus; a PHA, lectina de
Phaseolus vulgaris, apresentou atividade de 78% comparada as demais lectinas (SADEGHI et

al., 2006).
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Tem sido demonstrado que algumas lectinas ligam-se as vilosidades do epitélio
intestinal dos insetos, promovendo uma disfun¢do das células epiteliais, responsaveis pela
assimilagdo de nutrientes para as células e absor¢ao de substancias potencialmente perigosas.
No caso das lectinas ligadoras de quitina, ocorre a ligagdo a membrana peritréfica da regido
intestinal, prevenindo ou aumentando os movimentos entre o espago endoperitréfico e
exoperitrofico (CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991; PEUMANS & VAN DAMME, 1995;
ZHU-SALZMAN & SALZMAN, 2001; MACEDO et al., 2003;TRIGUEIROS et al., 2003).

Outra possibilidade do efeito toxico inclui a ligagdo das lectinas as enzimas digestivas
glicosiladas presentes no intestino dos insetos. Entretanto, o mecanismo preciso da acdo das
lectinas em insetos ¢ ainda desconhecido. Potente atividade inseticida foi demonstrada pelas
lectinas ligadoras de quitina WGA (do trigo, Triticum aestivum), PHA (do feijao comum,
Phaseolus vulgaris) e BmoLL (da pata-de-vaca, Bauhinia monandra) (MURDOCK et al.,
1990; CARLINI E GROSSI-DE-SA, 2002; MACEDO et al., 2002; MACEDO et al., 2007).
A BmoLL, mostrou a¢do inseticida para larvas de C. maculatus, Zabrotes subfasciatus e
Anagasta kuehniella (MACEDO et al., 2007). A atividade inseticida também foi descrita para
as duas lectinas recombinantes de alho, ASAI e ASAII produzidas na levedura Pichia
pastoris, ambas promoveram a mortalidade de afideos simbioticos e tratados com antibioticos
(FITCHES et al., 2008).

A lectina isolada do fungo Xerocomus chrysenteron, denominada XCL, apresentou
propriedade inseticida, sendo toxica para o diptero Drosophila melanogaster e para o
hemiptero Acyrthosiphon pisum. XCL apresentou alta atividade inseticida comparada a lectina
de leguminosa Lathyrus ochru (TRIGUEIROS et al., 2003).

Extratos salinos, fragdes e lectinas purificadas do cerne (MuHL) e da casca (MuBL) de

Myracrodruon urundeuva (aroeira do sertdo) promoveram a mortalidade do quarto estagio
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larval de Aedes aegypti (SA et al., 2009) e a lectina purificada do liquen Cladonia verticillaris

promoveu a mortalidade de cupins da espécie Nasutitermes corniger (SILVA et al., 2009).

2.4 A espécie Moringa oleifera

A familia Moringaceae, possui um unico género denominado Moringa, constituido
apenas por quatorze espécies, incluindo a Moringa oleifera. A moringa, uma planta tropical,
de porte arboreo, entre 7 e 12 m de altura, originaria do continente asiatico, no noroeste da
fndia, é uma hortalica perene, com baixo custo de produgio e é bastante cultivada devido a
adaptacdo a regides de secas prolongadas, sobrevivendo a grandes periodos em solos pobres e
com baixo teor de umidade (MCCONNACHIE et al., 1999).

Muitas propriedades tém sido identificadas em diferentes partes de Moringa oleifera
(Figura 4): as folhas, frutos verdes, flores e sementes possuem valor alimentar devido a
presenga de quantidades representativas de calcio, ferro, proteinas e também podem ser
utilizadas como suplemento alimentar por apresentarem potassio, vitaminas do complexo B e
cobre (JOLY, 1998; OKUDA, 2001).

O extrato das folhas ¢ uma fonte potencial de antioxidantes (ARABSHAHI et al., 2007) e
efeitos hipocolesterolémicos tém também sido descrito (CHUMARK et al., 2009) e as
sementes contém atividade hipotensiva (FAIZI et al., 1995), forte atividade antioxidante e
propriedade quelante contra toxicidade pelo arsénio (GUPTA et al., 2005). As sementes de
moringa sao muito utilizadas para tratamento de agua (KATAYON et al., 2006;
GHEBREMICHAEL et al., 2005) ¢ também promovem ac¢do descontaminante em aguas
contaminadas por arsénio podendo ser utilizadas em areas domésticas como tecnologia segura

e viavel ao meio ambiente (KUMARI et al., 2006).
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As folhas, frutos, raizes e sementes também possuem propriedades medicinais, sendo
tradicionalmente utilizadas para o tratamento de tumores abdominais, escorbuto, ataques
paraliticos, problemas de bexiga e prostata, ulceras e infec¢des cutaneas (FUGLIE, 1999).

As sementes de moringa apresentam compostos bioativos com agdo coagulante, e essa
propriedade esta relacionada a presenca de diferentes proteinas coagulantes, incluindo entre
elas, a lectina coagulante de sementes de Moringa oleifera (cMoL) que participa do processo
de tratamento da agua, através da remocdo da turbidez, tornando-a propria para consumo

pelas populagdes (SANTOS et al., 2009).

Figura 4. Moringa oleifera. (A) Aspecto geral. (B) Flores. (C) Folhas. (D) Sementes.
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2.4.1 Lectinas de sementes de Moringa oleifera

Trés lectinas foram identificadas em sementes de M. oleifera sendo denominadas MoL
(do inglés M. oleifera lectin), cMoL (do inglés coagulant M. oleifera lectin) e WSMoL (do
inglés water-soluble M. oleifera lectin). MoL ¢é uma lectina cationica formada por
subunidades de 7,1 kDa que foi isolada por cromatografias em DEAE-Celulose ¢ CM-
Sephadex (KATRE et al., 2008). A lectina cMoL também de natureza catidnica, apresentou a
atividade coagulante e é formada por subunidades de 26,5 ¢ 14,9 kDa (SANTOS et al., 2009).
WSMoL foi detectada em extratos aquosos obtidos apds 5, 15 ¢ 37 h (SANTOS et al., 2005) e

Rolim (2007) estabeleu o protocolo de purificacdo e caracterizacdo dessa lectina.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da lectina WSMoL sobre o desenvolvimento larval e mortalidade de

A. aegypti.

3.2 Objetivos Especificos

Obter extratos aquosos de sementes de M. oleifera.

Purificar WSMoL de acordo com o protocolo ja estabelecido.

Determinar a AH e o efeito do monossacarideo N-acetilglicosamina na AH.
Determinar a concentragao de proteinas de extratos e WSMoL.

Caracterizar WSMoL por analise de espectrometria de massas.

Avaliar o efeito de extratos aquosos de sementes de moringa ¢ WSMoL sobre o
desenvolvimento de A. aegypti.

Avaliar a atividade larvicida da lectina sobre o quarto estagio larval (Ls) de A. aegypti.
Determinar os valores de CLs, (concentragdo de proteinas necessaria para promover a
mortalidade das larvas em 50%) para a lectina.

Realizar analise por microscopia Optica em larvas tratadas ou ndo com WSMolL.
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Aedes aegypti larvae have developed tolerance to many insecticides used for mosquito control. Moringa
oleifera seeds contain a water-soluble lectin (WSMolL) and this paper reports the effect of M. oleifera seed
extracts (MoE,_s) and WSMoL on development and survival of A. aegypti larvae. WSMol peptide from in-
gel trypsin digestion is also described. MoE;_ys showed hemagglutinating activity and WSMolL had sim-
ilarity with flocculating proteins from M. oleifera seeds. MoE, and MoE; delayed larval development
which stopped in the third instar (L3) in MoEg and MoE,s. Significant (p < 0.0001) larval mortality was
only detected in MoE, s, Native WSMoL showed larvicidal activity (LCsp 0.197 mg mL~") and heated lectin,
without hemagglutinating activity, did not kill fourth instar (L4) larvae. Optical microscopy showed that
live L4 from MoE; presented underlying epithelium, increased gut lumen and hypertrophic segments;
dead L4 from WSMol were absent of underlying epithelium, had increased gut lumen and hypertrophic
segments. The presence of hemagglutinating activity in the extracts suggests that soluble lectin promotes
the delay of larval development and mortality; furthermore, the absence of larvicidal activity in heat-

Keywords:

Aedes aegypli
Larvicidal activity
Mass spectrometry
Moringa oleifera
Morphology

denatured WSMolL strengthens the involvement of lectin in this activity mechanism.

1. Introduction

The incidence of classical and hemorrhagic dengue fever in 2007
registered by the Brazilian Federal Organ was 559 954 cases, with
158 deaths (http://portal.saude.gov.br) in the country. The distribu-
tion and abundance of the dengue vector Aedes aegypti is strongly
influenced by the human presence and level of population living
in or below poverty line (Forattini et al., 1993). A dengue vaccine
is still under development and vector control is the only practical
measure towards the reduction of dengue disease. The organophos-
phate Temephos is widely used in Brazil to control A. aegypti Lin-
naeus, a mosquito that promotes the spreading of four serotypes
of dengue virus. However, a decrease in its effectiveness has been
described due to larval tolerance (Poupardin et al., 2008). The
search for environmental safety and biodegradability stimulate
the evaluation of bioinsecticides against the mosquito. The toxin
Bti from Gram-positive bacteria Bacillus thuringiensis var. israelensis
has plant lectin-like domain that binds to carbohydrate and larvi-
cidal activity (LCso of 0.26 mg L™ ') on A. aegypti (Boonserm et al.,
2006; Aradgjo et al., 2007). Plants have been evaluated as sources

* Corresponding author. Tel.: +55 81212G8540; fax: +55 8121268576,
E-mail address: ppaivaulpe@yahoo.com.br (P.M.G. Paiva).
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of natural insecticides against A. aegypti, and larvicidal bioassays
have been conducted using third (L3) and fourth (L4) instars or
comparing the effect of plant extracts on larval development of
L1-L4 (Luna et al, 2005; Kiran et al., 2006; Murugan et al., 2007).
Saponins and essential oils with larvicidal, repellent, or oviposition
deterrent effects on A. aegypti have been described (Murugan et al,,
2007; Chapagain et al., 2008; Coria et al., 2008; Silva et al., 2008).
Ferreira et al. (2009) reported larvicidal activity (LCsq of 1260 pg
mL ") on A. aegypti L3 of seed extract from Moringa oleifera Lamarck
and also demonstrated the low toxicity of extract on Daphnia
magna, Mus musculus and Rattus novergicus.

Plant lectins, hemagglutinating proteins that contain carbohy-
drate-binding sites able to interact with free saccharides or carbo-
hydrate moiety in glycoconjugates, with entomotoxic activity on
Coleoptera, Diptera, Lepidoptera, and Isoptera have already been
reported (Kaur et al., 2006; Macedo et al., 2007; Sa et al., 2008).
According to Sauvion et al. (2004), binding of insecticide lectin
concanavalin A to glycosylated receptors at the surface of stomach
epithelial cells of Acyrthosiphon pisum nymphs induced epithelial
cell distention, enlargement, and shedding in the midgut region.
Bark and heartwood lectins from Myracrodruon urundeuva showed
larvicidal activity on A. aegypti L4 with LCsy values of 0.125 and
0.04 mg mL ', respectively; it was suggested that lectin binding

(2009), doi:10.1016/j.chemosphere.2009.08.022
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to larvae peritrophic matrix was involved in the larvicidal activity
(Sa et al., 2009).

The peritrophic matrix of insects is constituted by proteins, glyco-
proteins, proteoglycans, and chitin (Miller and Lehane, 1993), and
itsintegrity is important for digestive processes as well as for protec-
tionagainstinvasion by microorganisms and parasites (Tellam et al.,
1999). It has been demonstrated that insect gut is the target of many
insecticidal compounds. Transmission electron microscopy of A. ae-
aypti larvae treated with an aqueous extract of Derris urucu showed
histological alterations in the midgut, and larval mortality was asso-
ciated with peritrophic matrix damage (Gusmao et al., 2002). Re-
cently, it has been demonstrated that inhibition of chitin synthesis
by the insect growth regulator Lufenuron promoted mortality of A.
aegyptilarvae; thus, their use was suggested to control the mosquito
population (Moreira et al., 2007).

Seeds of M. oleifera contain coagulant proteins (Gassenschmidt
et al,, 1995) and are used for water turbidity removal in northeast-
ern Brazilian regions of difficult access to potable water. Santos
et al. (2005) detected a water-soluble lectin (WSMol) in water ob-
tained after soaking intact M. oleifera seeds and, recently, the isola-
tion of lectins MoL (Katre et al., 2008) and cMolL (Santos et al,,
2009) have been described. The high water solubility of WSMoL
stimulated the evaluation of insecticide activity of M. oleifera seeds
on A. aegypti. The purpose of this study was to investigate the
activity of M. oleifera seed extracts and WSMoL on A. aegypti larval
development and mortality.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

M. oleifera belongs to the Family Moringaceae and some of its
vernacular names are “moringa” in Portuguese, “arbol del ben” in
Spanish, and horseradish tree in English. Seeds were collected in
Recife City, State of Pernambuco, northeastern Brazil, and stored

at —20 °C. A sample of the collected material is archived as voucher

specimen number 73 345, IPA, at the herbarium “Dardano de And-
rade Lima” (Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuadria, Re-
cife, Brazil).

2.2. M. oleifera extracts

Macerated shelled seeds (one, three, six, or 15) were added to
distilled water (1 L) and agitated for 5 min. To each water/moringa
mixture an additional 1 L distilled water was added; after agitation
(6 min) and rest (15 min), the supernatants (extract) from each
mixture were collected and named MoE;, MoEs, MoEg, and MoE;s.
The numeric index corresponded to the number of seeds used in
the extraction step.

2.3. Isolation of WSMoL and mass spectrometry analysis

Seeds were milled to a fine powder. The powder {10 g) was
homogenized in 100 mL of distilled water with the aid of a mag-
netic stirrer (16 h at 4 °C), filtered through gauze, and centrifuged
at 3000g (15 min). The supernatant was then submitted to ammo-
nium sulphate fractionation (saturation of 60%) and the precipi-
tated protein (0-6GO fraction) was collected by centrifugation
(Green and Hughes, 1955). The 0-60 fraction was dissolved in
0.15 M NaCl and after dialysis (3.5 kDa cut-off membrane) against
0.15M NacCl (6 h at 4 °C) was applied {80 mg of proteins) onto a
chitin column (18 = 1.5 cm) equilibrated (0.3 mL/min flow rate)
with 0.15 M NaCl. After washing with the equilibrating solution
(90 mL), WSMoL was recovered by elution with 1.0 M acetic acid
(80 mL) and dialysed (3.5 kDa cut-off membrane) against distilled

water (4 h) and 0.15 M NacCl (4 h) at 4°C for eluent elimination
and evaluated for protein content and hemagglutinating activity.

WSMol reduced with 10 mM dithiothreitol was submitted to
electrophoresis on 17.5% SDS-polyacrylamide gels as described
by Laemmli (1970). The gel spot was cut and washed three times
with 25 mM ammonium bicarbonatefacetonitrile 1:1 (vfv). Then
it was covered with 100% acetonitrile, which was removed after
a few seconds and replaced by 10 mM dithiothreitol in 25 mM
ammonium bicarbonate for 45 min at 56 °C. It was then incubated
with 55 mM iodoacetamide in 25 mM ammonium bicarbonate for
45 min at 25°C in the dark. A digestion buffer containing
10 mgmL ' trypsin in 25 mM ammonium bicarbonate was added
to the gel, incubated for 45 min, and then washed in 50 mM
ammonium bicarbonate without trypsin. The samples were incu-
bated at 37 °C overnight and the remaining supernatant was re-
moved. The peptides were extracted from the gel pieces by
incubation in 5% trifluoracetic acid/acetonitrile 1:1 (v/v) for
30 min, when the remaining supernatant was removed and stored.
The extraction step was repeated twice and all fractions were
pooled and lyophilized to a final volume of 10 uL. The peptides
were analyzed by MALDI-TOF/TOF. Extracted peptide (0.5 uL)
was mixed with 0.5 pL of matrix solution (alpha-cyano-4-hydroxy-
cinnamic acid in 0.1% trifluoracetic acid and 50% acetonitrile) and
spotted on stainless steel MALDI sample plates. The spectrum of
peptides were performed by MASCOT ions search program dat-
abases (http://www.matrixscience.com). The parameter used in
the search was NCBInr database.

2.4. Protein content

The protein concentration was determined according to Lowry
et al. (1951) using bovine serum albumin (31-500 pg mL ') as
standard.

2.5. Hemagglutinating activity

Hemagglutinating activity was assessed in microtiter plates
(Kartell S.P.A., Italy) according to Paiva and Coelho (1992) using
suspension (2,5% v/v) of rabbit erythrocytes treated with glutaral-
dehyde (Bing et al., 1967). Hemagglutinating activity (titer), the re-
ciprocal of the highest dilution of the sample promoting full
agglutination of erythrocytes, was defined as one hemagglutina-
tion unit (Chumkhunthod et al., 2006). Specific hemagglutinating
activity was defined as the ratio between the titer and protein con-
centration (unit mg ').

2.6. Bioassays with A. aegypti

A, aegypti L., whose common name is dengue mosquito, belongs
to the Arthropoda Phylum, Hexapoda Class, Diptera Order, and
Culicidae Family. The effect of extracts (MoE,_;s) on the larval
development of A. aegypti was assayed as recommended by the
World Health Organization (1996). Eggs of A. aegypti were hatched
in distilled water at 25-27 °C.

Five first instar larvae (L1) were placed into disposable plastic
cups containing the extracts (20 mL) or distilled water (20 mL)
and incubation was performed for 24, 48, and 72 h at 27 °C, Larvae
were fed daily with cat food (Whiskas®). The larval development
and mortality were observed at the start of the experiment (Ty)
and 24, 48, and 72 h thereafter. 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. The aspects observed were color of the anterior
region (head) and length of larvae (L1: 0.11 cm £0.02; L2: 0.39cm *
0.02; L3: 0.47 cm £ 0.04; L4: 0.63 cm £ 0.03). The number of dead
larvae in each sample was counted to evaluate the mortality rate.
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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, 1996). Six independent
experiments were run in quadruplicate.

Larvicidal activity was determined using an adaptation of the
World Health Organization (1981) method described by Navarro
et al. (2003). Groups of 25 L4 were exposed to 0.15 M NacCl (con-
trol), 0.170-0.230 mgmL ' WSMoL, and 0.197 mg mL~' WSMoL
without hemagglutinating activity after heating (100°C for 5h
plus overnight incubation at 37 °C). The final volume of each assay
was 20 mL. Mortality rate (%) was determined after 24 h of incuba-
tion at 27 +2°C and 12-12 (light-dark) photoperiod. Three inde-
pendent experiments were run in triplicate.

2.7. Optical microscopy analysis

Twenty live larvae (L4) from the control and MoE; (72 h of incu-
bation) treatment groups or ten dead larvae from the 0.197 mg
mL ' WSMoL (24 h of incubation) treatment group were succes-
sively fixed with alcohol and xylol in different concentrations
(70-100%) for 1 h at 27 °C and mounted on glass slides with ente-
lan. The larvae were observed with the inverted microscope Leica
DM IL, and details (gut lumen, gut content, segments, and presence
or absence of underlying epithelium) were photographed with a
Leica DFC 280 camera. Leica system software was employed to
display the image on the monitor.

2.8. Statistical analysis

Data from larval development assay were analyzed with a
Fisher's exact test (SPSS 11.5 for Windows™) to determine signifi-
cant differences (p < 0.05) among treatments. The data of mortal-
ity rate were analyzed using the Chi-square test (SPSS 11.5 for
Windows®) to determine significant differences (p < 0.0001) among
treatments.

Software StatPlus® 2006 (AnalystSoft, Canada) was used for
statistical analysis of data from WSMol. larvicidal assay. The lethal
protein concentrations required to kill 16% (LCyg), 50% (LCsp), and
84% (LCgq) of larvae in 24 h was calculated by probit analysis with
a reliability interval of 95%.

3. Results and discussion

The high WSMolL solubility in water stimulated the investiga-
tion of the lectin effect on the water biological cycle of A. aegypti.
Protein was not detected in seed extract MoE;; however, MoEs,
MoEg, and MoE,s contained protein with hemagglutinating activ-
ity; the highest protein concentration (MoEg and MoE,5) showed
the highest activity (Table 1).

WSMoL (3.4 mg of protein) was isolated through chromatogra-
phy on chitin column with specific hemagglutinating activity high-
er than MoEs, MoEg, and MoE,s (Table 1); the lectin revealed a
single peptide band on SDS-PAGE. MALDI-TOF[TOF analysis was
performed to search peptide sequence from WSMolL after in-gel

Table 1
Characterization of M. oleifera seed extracts and WSMoL.

trypsin digestion. The sequence of peptide mass (2130.10) was
QAVQLTHQQQGQVGPQQVR, which compared with known sequences
in the NCBInr database showed significant (score 70%) similarity
with M02.1 and M02.2 (identification number gi|127215) proteins
from M. oleifera seeds (Gassenschmidt et al., 1995). Ghebremichael
et al. (2005) isolated from M. oleifera seeds a coagulant protein
fraction that consisted of a protein mixture. These authors searched
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Fig. 1. Larval instar (%) at 24 (A), 48 (B), and 72 h (C) in control distilled water and
M. oleifera seed extracts MoE,, MoEy, MoEg, and MoE, 5. The bars are the mean £ 5.D.
Data were analyzed with a Fisher's exact test (SPSS 11.5 for Windows™) to
determine significant differences (p < 0.05) among treatments. The different letters
indicate significant differences between treatments.

Sample Number of seeds Protein (mgmL ') Titer ' Specific hemagglutinating activity
MoE, 1 ND 8 -

MoE; 3 0.08 8 100

MoEg G 017 16 94.1

MokE;s 15 0.5 64 128

WS5Mol - 0.197 512 2598

Titer was defined as the lowest lectin concentration able to produce visible hemagglutination. Specific hemagglutinating activity was calculated from the ratio between titer

and protein concentration (mg mL~"). ND, not detected.
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Table 2 - _ ing larval mortality than chitin-binding lectins isolated from bark

Larvicidal activity of WSMoL on A. aegypti fourth-stage larvae. (LCso of 0.125 mg mL 1 ) and heartwood (LCsg of 0.04 mg mL l) of
Concentration (ug mL™") Mortality (%)* Probits M. urundeuva (Sa et al., 2009). It is possible that WSMolL interacts
180 35.0 46151 differently with A. aegypti cells although it has carbohydrate spec-
190 45.0 48746 ificity similar to M. wrundeuva lectins, Similarly, Macedo et al.
200 525 5.0632 (2002, 2003, 2007) reported that chitin-binding proteins from Bau-
210 60.0 52529 hinia monandra, Koelreuteria paniculata, and Talisia esculenta
ggg gg‘g g‘;‘gﬁ showed different values of lethal dose (LDsq) on Callosobruchus

Curve of probit analysis calculated using Statplus®™ 2006 software with a signifi-
cance level of 95% was ¥ = 0.0229x + 0.4847 (Y = probit value and X = concentration
inpgmL ).

* Mean of three independent experiments run in triplicate.

five peptide sequences when peptides from in-gel trypsin diges-
tions of SDS-PAGE samples were analyzed by mass spectrometry.
One of them (2130.28 peptide mass) was identical to M02.1 and
MO02.2 sequences, and three (2087.09, 2100.18, 2122.12 peptide
masses) were very similar, changing only one or two amino acid
residues.

Fig. 1 shows larvae instars in MoE,, MoE;, MoEs, MoE,s, or dis-
tilled water (control) at 24, 48, and 72 h. After incubation for 24 h,
the lowest number of L1 was already detected in the control and L2
was found in all treatment groups (Fig. 1A). L1 and L3 were the
main larval instars, respectively, in MoE,s and the control at 48 h
(Fig. 1B). L4 was detected in the control, MoE;, and MoE; at 72 h
(Fig. 1C). The data shows that extracts with the lowest hemagglu-
tinating activity (MoE; and MoE;) delayed the A. aegypti larval
development, and development was stopped in the third instar
in MoE; and MoE,s. The data therefore showed that a correlation
existed between hemagglutinating activity and promoted effect
as well as that MoE; and MoE,s prolonged mainly the first two
stages of development (L1 and L2). The correlation between larval
stage and sensitivity to the active principle was also reported by
Murugan et al. (2007), who identified plant extracts with more
activity on A. aegypti L1.

Larvae mortality (45%) was significant (p<0.0001) only in
MoE,s, and this mortality rate was found to be higher than that
determined for ethanolic extract from Schinus terebinthifolius stem
(35%) and lower than the Annona glabra roots extract (100%) on A.
aegypti (Mendonga et al., 2005). Ferreira et al. (2009) showed that
larvicidal activity of water extract of M. oleifera seeds on A. aegypti
L3 was lost after being heated to 80 °C for 10 min; the authors sug-
sested that protein might be involved in the larvicidal activity.

Larvicidal assay of WSMol revealed that 0.230 mgmL ' was
more efficient than the all-lowest concentrations tested (Table 2).
The values of LCys LCsq, and LCgq were 0.153, 0.197, and
0.240 mg mL !, respectively, WSMoL was less efficient in promot-

maculatus, Binding of N-acetyl-p-galactosamine-specific lectins to
distinct cell surface receptors of human peripheral blood lympho-
cytes was also described (Munske et al., 1981).

Heated WSMolL did not show hemagglutinating or larvicidal
activities, High temperature is a powerful denaturing agent leading
to protein unfolding through breaking of hydrogen bonds that main-
tain protein structure (Daggett and Levitt, 1992 ). Absence of hemag-
glutinating activity indicated that WSMoL lost the ability to bind
carbohydrate; undetected larvicidal activity suggests that WSMoL
native structure was required for larval mortality. Boonserm et al.
(2006) demonstrated the importance of interaction between Bti
and glycoprotein receptor at the target insect membrane for A. ae-
gypti mortality when significant loss of toxicity was detected after
mutation in the domain that binds carbohydrate moiety.

Live L4 from the control (Fig. 2A) and MoE, (Fig. 2B) treatment
aroups where L4 were detected in similar amounts after 72 h
(Fig. 1C) were evaluated using inverted optical microscope. L4 from
MoE, showed increased gut lumen, segments with hypertrophic
aspects, and absence of lumen gut content in comparison with L4
from the control. Microscopy analyses were also made with dead
L4 from 0.197 mgmL ' WSMolL (Fig. 2C); morphological changes
revealed increased gut lumen, segments with hypertrophic as-
pects, and no visualization of underlying epithelium.

The mechanism of insecticide action of plant lectins is not fully
understood but it has been suggested that it may be due to inhibi-
tion of digestive glycosylated enzymes, binding to glycosylated
receptors at the stomach epithelial cell surface and binding to
the peritrophic matrix (Fitches and Gatehouse, 1998; Harper
et al,, 1998; Sauvion et al., 2004; Macedo et al., 2007). The peri-
trophic matrix separates the contents of gut lumen from digestive
epithelial cells and is composed of proteins and glycosaminogly-
cans embedded in a chitinnous matrix (Tellam et al., 1999). The ab-
sence of underlying epithelium in dead L4 from WSMoL treatment
may indicate that lectin larvicidal activity was probably due to
damage in the A aegypti midgut. Additional research is currently
being conducted in our laboratory to identify WSMolL receptors.
In fact, it has been demonstrated that chitin-binding lectins inter-
fere with the integrity of the perithrophic matrix (Macedo et al.,
2007), which is important for larvae development and mortality
in A. aegypti (Gusmado et al., 2002).

Fig. 2. A aegypti photomicrography (100x ) of anterior midgut from live (control distilled water, A, and MoE,, B, after 72 h of incubation) and dead L4 (C) in WSMoL
(0.197 mgmL '). GC, gut content; GL, gut lumen; UE, underlying epithelium; S, segments.
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The high water solubility of WSMoL may indicate that the lectin
is an environmentally safe compound for dengue control acting on
aquatic immature forms. The effect of WSMoL on A. aegypti ovipo-
sition is already being evaluated in our laboratory to determine the
efficiency of lectin as insecticide by reduction in egg deposition.

4. Conclusions

The A. aegypti bioassays were made during the phagoperiod of
the biological cycle; the delay of larval development and larvicidal

activity were due to ingestion of WSMolL. The ability of lectin to
bind chitin, and the absence of underlying epithelium in dead L4
treated with WSMol is a sign that chitinous structures at the peri-
trophic matrix and/or receptors at epithelial cells present in A. ae-
gypti midgut were the WSMoL targets.
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6. CONCLUSAO

O atraso no desenvolvimento larval e a atividade larvicidal detectada foi
provavelmente devida a ingestdo de WSMoL, desde que os bioensaios foram realizados
durante a fase do ciclo biolégico em que as larvas se alimentam. Os resultados indicam
WSMoL como um composto natural para controle da dengue atuando sobre os estagios
larvais de A. aegypti.

A capacidade de WSMoL ligar quitina e a auséncia da camada epitelial que limita o
trato digestivo nas L4 mortas tratadas com a lectina pode indicar que a quitina, constituinte da
matriz peritréfica, e/ou receptores na superficie das células epiteliais presentes no intestino de

A. aegypti sdo os alvos de WSMoL.



