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Ata da defesa de dissertagao da Mestranda Juliene Soares Coelho, realizada em

14 de fevereiro de 2007, como requisito final para obtengao do titulo de Mestre em
Bioquimica.

As 14:20 minutos do dia 14 de fevereiro de 2007, foi aberto, no Auditério Prof.
Marcionilo Lins/Depto. de Bioquimica, o ato de defesa de dissertagdo da
mestranda Juliene Soares Coelho, aluna do Curso de Mestrado em
Bioquimica/CCB/UFPE. Iniciando os trabalhos a Prof. Dra. Vera Llcia de Menezes
Lima, Coordenadora do curso supra citado, fez a apresentagao da aluna, de sua
orientadora, Profa. Dra. Patricia Maria Guedes Paiva, da co-orientadora Profa.
Dra. Sénia Pereira Leite, do Depto. de Histologia/lUFPE e da Banca Examinadora
composta pelos professores doutores: Patricia Maria Guedes Paiva, na qualidade
de Presidente, Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho, Ranilson de Souza
Bezerra, os trés do Depto. de Bioquimica/CCB/UFPE, e Russolina Benedeta
Zingali, do Instituto de Bioquimica Médica/UFRJ. Apds as apresentagdes, a Profa.
Patricia Paiva convidou a aluna para a apresentagado de sua dissertacao intitulada:
“Atividade hemaglutinante e larvicida (Aedes aegypti) na agua tratada com
sementes de Moringa oleifera” e informou que de acordo com o Regimento
Interno do Curso, a candidata disporia de até 50 (cinquenta) minutos para
. apresentacdo do trabalho e o tempo de argligdo para cada examinador,
juntamente com o tempo gasto pelo aluno para responder as perguntas seria de
30 (trinta) minutos. A aluna procedeu a explanagao e comentarios acerca do tema
em 30 (trinta) minutos. Apds a apresentacao da mestranda, a Sra. Presidente
concedeu um intervalo de 10 minutos. Reiniciando os trabalhos, a Sra. Presidente
convidou a Banca Examinadora para ocupar seus lugares e passou a palavra ao
primeiro examinador, a Profa. Dra. Russolina Zingali, em seguida para o Prof. Dr.
Ranilson Bezerra, e finalmente para a Profa. Dra. Luana Coelho os quais apods
agradecerem o convite, fizeram alguns comentarios, deram sugestoes e iniciaram
suas respectivas arguigoes. Ao final das mesmas, os referidos professores
deram-se por satisfeitos. Em seguida, a Sra. Presidente usou da palavra para
tecer alguns comentarios, agradecer a Banca Examinadora e parabenizar a
candidata. Finalmente, a sessao foi suspensa para proceder ao julgamento pela
Banca Examinadora, a qual se reuniu na Secretaria do Mestrado, na presencga da
Coordenadora do Curso. Apods alguns comentarios, a Banca decidiu, por
unanimidade, conceder a mengdo “Aprovada com Distingao”. Nada mais
havendo a tratar, lavrei a presente ata que vai assinada por mim, Secretario, e
demais membros da Banca Examinadora. Recife, 14 de fevereiro de 2007.

e % e - (\q,w,m 4 @«vm

4/5_ %M"-‘/’ﬁmz’%
Y o € C C‘w/



AGRADECIMENTOS

A Deus, especial e exclusivamente, por me conceder perseveranca para chegar ao final, por

cuidar muito bem de mim, guiando-me sempre para o bem.

A Painho, Mainha e Nana, por toda confianga, suporte, amor ¢ amizade que nos faz fortes e
unidos mesmo com as dificuldades enfrentadas, mais uma vez muito obrigada, a vocés todo o
meu amor!!!

A Alexandre, meu namorado, por toda paciéncia e dedicagao comigo, também te amo muito.

A prof®. Patricia Paiva, minha orientadora, pelos ensinamentos, exemplos de profissionalismo,

paciéncia e por acreditar em nosso trabalho. Muitissimo obrigada!

A prof* Sonia Leite, pela disponibilidade, confianga e ensinamentos dispensados a mim.

Aos amigos e funciondrios do departamento de Bioquimica, em especial, Djalma e Miron sempre

muito solicitos.

A Jeymesson, André Aires, André Lima, Manoela e Izabella, amigos do departamento de

Histologia e Embriologia.

A todos os meus amigos do mestrado, em especial, Luciola, Elaine, Nandinha, Marcela e Jayra.
Aos amigos que sempre estdo presentes; Ana Karla, Patricia Pires, Maira e Daniela Viana.
A todos que fazem o laboratdrio de Glicoproteinas, em especial a Andréa Santos, Renata Angeli e

Adriana Argolo que me receberam com muito carinho.

A todo corpo docente do departamento de Bioquimica, pelos ensinamentos transmitidos ao longo
destes anos.
A Fredy, Sara, Cintya, Camila, Adail e Marcondes, minha familia “de perto” que compartilhou

comigo todos estes momentos.

A todos que comemoram comigo a conclusdo de uma importante etapa da minha vida!



LISTA DE FIGURAS

Figural: Moringa oleifera, aspectos gerais

Figura2: Vagem e sementes de Moringa oleifera

Figura 3. Representagdo esquematica do ciclo evolutivo do Aedes aegypti

Péaginas

15



LISTA DE ABREVIATURA

AS-PTA Assessoria e Servigos a Projetos em Agricultura Alternativa
BTI Bacillus thuringiensis israelensis

DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 Sorotipos do virus da dengue

DNA Acido desoxirribonucléico

EBV-EA Epstein-Barr Virus — early antigen

FAO Food and Agriculture Organization

Li, Lo Lse Ly Estadios larvais do Aedes aegypti

MO 2.1 Fragdo de Moringa oleifera

MOC-DW Coagulante isolado de extrato aquoso de Moringa oleifera
MOC-SC Coagulante obtido da extracao salina de Moringa oleifera
MowW Agua tratada com sementes de Moringa

PNCD Programa Nacional de Controle da Dengue

SVS Secretaria de Vigilancia em Saude

UNO United Nations Organization

WHO World Health Organization

WSMoAC Composto antioxidante de Moringa oleifera solavel em agua

WSMoL Lectina de Moringa oleifera soltvel em agua



SUMARIO

AGRADECIMENTOS. ...ttt e et e e et e e e s e e e enaaeeeesnnbaeeeennees I
LISTA DE FIGURAS . ...ttt e et e e et e e e et e e s enaneeeennnaaeens II

LISTA DE ABREVIATURAS. ...ttt e e e et e e e aae e e e 111

SUMARIO. .....cooovoiirieeiieies s v
RESUMO ...ttt et et e et s e s aae e st e e e sbee e s saeeesnseeennseesnseesnseesnnes \%

ABSTRACT ...t e e et e e ettt e e s ba e e e sabaeeesansbeeeesansseeesennseeeannns VI
L INEFOAUGED. ...ttt ettt et et e et e eaeeaeeaaeeaeeaeereeersenseeseensean 1
1.1Sistemas de tratamento de AQUA............c.ocuvevieuieirieiieeeeeeeteee et 1
1.2MOFINQGA OIEITEIA.......c.oiiieiieieeee ettt 3
1.3Sementes de M. oleifera e suas apliCagOes............ccuevvievieerieeiieieeeee e 5
1.4 Proteinas bioativas de plantas: lectinas e inibidores de tripsina................c.......... 9
I I Tox | - TSRS RPN 9

1.4.2 INibIdOr de TriPSINa.........ccueeiiieiiieeieeeeee et 11

1.5 Importancia epidemiologica do Aedes aegyPti........cceccveeeeerieviieieeieeieeieeieeie e 13

2. ODJELIVOS. ...ttt ettt ettt et ettt te et e e te et e et e e atete et e aeebeenaeeaeenns 18

3. Referéncias BibliografiCas............c.occvooviiiiiiiiiieeceeceeeeeee e 17

4. ARTIGO “Seeds of Moringa oleifera have larvicidal activity on Aedes aegypti......... 34

5. CONCIUSDES......eeeuienieiieteete ettt ettt ettt ettt et e s e s b e et e e seestesaensensensessesseeseeseenens 52

B, AANIEXOS. et ee e e et ———————eeeeeeeta——————————eaeetae—————————aaeerran———— 53



RESUMO

Sementes de Moringa oleifera tém sido freqiientemente usadas como coagulante para o
tratamento de agua no Nordeste do Brasil, local com alta incidéncia de dengue. Lectinas
constituem um grupo de proteinas heterogéneas capazes de reconhecer e ligar reversivelmente
carboidratos e glicoproteinas. Inibidores de protease impedem a atividade enzimatica pela
formag¢do de complexos estdveis com tripsina e/ou quimotripsina. Lectinas e inibidores de
tripsina com atividade inseticida tém sido descritos. O objetivo deste trabalho foi avaliar na 4gua
tratada com sementes de M. oleifera, a partir das atividades hemaglutinante (AH), inibidora de
tripsina e larvicida. Agua destilada foi tratada com 1, 3, 6 ou 15 sementes de M. oleifera (MoW).
Ensaio para lectina usou eritrocitos de coelho. MoW foi avaliada para atividade inibidora de
tripsina usando N-a-benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida (BAPNA). Bioensaio larvicida foi feito
usando larvas do vetor da dengue, Aedes aegypti. Desenvolvimento, mortalidade e aspectos
morfolégicos das larvas foram analisados. MoW contém AH e ndo foi capaz de inibir tripsina.
Reducao significante do desenvolvimento larval foi observado apds 24, 48 ¢ 72 h de incubagdo
com MoW. Larvas no 4° estadio (L4) foram detectadas somente no controle, MoW; ¢ MoW;.
Significante (p<0. 0001) taxa de mortalidade foi detectada na preparagdo lectinica mais ativa,
MoWis (45%). Diferencas morfologicas nas larvas em L4 incubadas com MoW1 foram
observadas quando comparadas ao controle por microscopia Otica invertida. Os resultados
obtidos sugerem a avaliagdo das sementes de M. oleifera para o controle do vetor da dengue. A
presenca de AH na preparagdo ativa sobre as larvas do A. aegypti pode indicar o envolvimento de

lectina no efeito larvicida de MoW.

Palavras-chave: Aedes aegypti; larvicidal activity; lectin; Moringa oleifera.



ABSTRACT

Moringa oleifera seeds have been frequently used as coagulant for water treatment in Brazilian
Northeast, where a high incidence of dengue fever. Lectins constitute a heterogeneous protein
group capable of recognizing and reversibly binding to carbohydrates and glycoproteins. Protease
inhibitors disrupt enzymatic action by formation of stable complexes with trypsin and/or
chymotrypsin. Lectins and trypsin inhibitors with insecticidal activity have been described. The
aim of this work was to evaluate hemagglutinating (HA), trypsin inhibitor and larvicidal
activities, in the water treated with M. Oleifera seeds. Distilled water was treated with 1, 3, 6 or
15 seeds of M. oleifera (MoW). Lectin assay used rabbit erythrocytes. MoW was also evaluated
by trypsin inhibitory activity using N-a-benzoyl-DL-arginyl-p-nitroanilide (BAPNA). Larvicidal
bioassay was performed using larvae of dengue vector Aedes aegypti. Development, mortality
and morphological aspects of larvae were analyzed. MoW contains HA and was not able to
inhibit trypsin. Reduction of larvae development was observed after 24, 48 and 72 h of
incubation with MoW. Fourth instar larvae (L4) were only detected in control, MoW,; and MoW3.
Significant (p<0. 0001) larval mortality was detected in the most active lectin preparation,
MoW;s. Morphological changes in L4 incubated with MoW1 were demonstrated at light
microscope level. The results obtained suggest the evaluation of M. oleifera seeds for the control
of dengue vector. The presence of HA in MoW preparations active on A. aegypti larvae can be

indicative of lectin involvement in MoW larvicidal effect.

Key-words: Aedes aegypti; larvicidal activity; lectin; Moringa oleifera.



1. Introducéo
1.1 Sistemas de tratamento de agua.

A 4gua ¢ um meio particularmente vulneravel a diversos tipos de contaminagdo, desde
grandes descargas industriais a contamina¢do domésticas causadas pelo homem como usuério
dela. A desinfeccdo da dgua tem sido praticada por milénios; existem indicios de que o uso de
agua fervida ja era recomendado em 500 a.C., mas alguns historiadores julgam que esta pratica

foi adotada desde o comeco da civilizagao (LABUSCH, 1971).

O proposito primario para a exigéncia de qualidade da agua ¢ a protecdo a saude publica.
Os critérios adotados para assegurar essa qualidade tém por objetivo fornecer uma base para o
desenvolvimento de agdes que, se propriamente implementadas junto a populagdo, garantirdo a
seguranga do fornecimento de dgua através da eliminagdo ou redugdo a concentracdo minima de
constituintes na agua perigosos a satide (D’ AGUILA et al., 2000).

O indice de doencas nas areas rurais pode ser consideravelmente reduzido, caso a
populacdo tenha acesso a agua potavel. Entretanto, um dos maiores problemas das fontes
particulares ¢ a auséncia de monitoramento da qualidade da 4gua consumida (MISRA, 1975).

Antes da 4gua potavel ser distribuida aos consumidores ela sofre o processo de tratamento
que envolve as etapas de coagulacdo, floculagdo, seguido de sedimentacdo, filtracdo e
desinfeccdo, freqiientemente por cloracdo, que ¢ o processo adotado mundialmente pela industria
de tratamento (KAWAMURA, 1991; AWWA, 1990; DEGREMONT, 1989; EDZWALD et al.,
1989; DESJARDINS, 1988).

Muitos coagulantes sdo freqlientemente utilizados no processo convencional de
tratamento da 4gua para consumo humano. Estes podem ser coagulantes inorganicos (sulfato de

aluminio e sais de ferro), polimeros sintéticos organicos (derivados de poliacrilamida) ou



coagulantes que ocorrem naturalmente - quitosana e coagulantes microbianos (OKUDA et al.,
1999). Entretanto, estudos tém indicado o envolvimento dos sais de aluminio na doenga de
Alzheimer (MILLER et al., 1984) e de problemas de saude relacionados ao aciimulo, na agua
tratada, de aluminio residual (AWWA, 1990; LETTERMAN & DRISCOLL, 1988; QURESHI &
MALMBERG, 1985). Problemas também surgem da reacdo do aluminio com a alcalinidade
natural presente na agua, o que conduz a uma redu¢do no pH e a uma baixa efici€éncia no
processo de coagulagdo na agua fria (HAARHOFF & CLEASBY, 1988). Sais férricos e
polimeros sintéticos sdo alternativos ao sulfato de alumino, mas com uso limitado, devido ao fato
do impacto causado nos seres vivos nao ser completamente conhecido (LETTERMAN & PERO,
1990). Monémeros de alguns polimeros sintéticos organicos, como a acrilamida, possuem
propriedades carcinogénicas e neurotoxicas (McCOLLISTER et al., 1964).

Coagulantes naturais de origem vegetal e mineral estavam em uso no tratamento da agua
antes do advento dos sais quimicos, mas eles ndo puderam competir eficazmente devido a falta de
uma completa compreensdo cientifica sobre sua eficicia e seus mecanismos de agdo. Dessa
forma, o uso destes ficou restrito apenas em areas remotas dos paises em desenvolvimento
(JAHN, 1981).

Em contrapartida, nos ultimos anos, houve um ressurgimento do interesse em estudar as
propriedades dos coagulantes de ocorréncia natural; por serem presumivelmente pouco ofensivos
a saude quando comparados aos coagulantes de uso consagrado como os sais de aluminio e
polimeros sintéticos organicos. Diversos estudos tém sido feitos para avaliar a performance das
sementes de Moringa oleifera como um coagulante alternativo ou um auxiliar na coagulagdo ¢

suas atividades biologicas (OKUDA et al., 1999).



1.2 Moringa oleifera

Moringa oleifera é uma planta tropical pertencente a familia das Moringaceae (Figural).
Esta espécie destaca-se por apresentar um composto coagulante ativo que atua na clarificagdo de
aguas barrentas (OKUDA et al., 2001; JAHN, 1988). M. oleifera tem a India como pais de
origem, apesar de ser amplamente cultivada nas regides tropicais de todo o mundo, onde cresce

rapidamente, sendo capaz de sobreviver em periodos de chuva escassa (WARHURST et al.,

1996).

Dependendo do local onde ¢ cultivada, M. oleifera recebe nomes especificos e poucos
conhecidos que determinam sua variedade como é o caso da Mbololo (Kenya), Jaffna (Sri
Lanka), ¢ Periyakulam 1(india) (TSAKNIS et al., 1998). A planta apresenta longas vagens,
sementes aladas, folhas grandes e flores brancas perfumadas.

Nas Filipinas, as folhas, flores e vagens sdo utilizadas na dieta. No Brasil ha um esforgo

no sentido de difundi-la como hortali¢a rica em vitamina A. As folhas, com cerca de 23.000 UI



de vitamina A, sobressaem-se entre olericolas consagradas como brécolis, cenoura, couve,
espinafre e alface, que possuem, respectivamente, 5.000; 3.700; 2.200; 1.900; 1.000 UI de

vitamina A (SILVA & KERR, 1999; KERR et al., 1998; AMAYA etal., 1992).

As folhas contém todos os aminoacidos essenciais incluindo aqueles que possuem
enxofre na composi¢do, numa concentragdo maior que a recomendada como padrdao pela
FAO/WHO/UNO e os extratos etanolico das folhas ndo indicaram presenca de taninos, lectinas,
inibidores de tripsina e saponinas (MORTON, 1991; MAKKAR & BECKER, 1996). O elevado
conteudo protéico e o potencial de digestdo intestinal das proteinas de folhas da moringa sugerem
que estas sdo boas fontes de suplemento protéico na alimentagdo de ruminantes (MAKKAR &

BECKER, 1996).

Os frutos, que sdo chamados de vagens e usados como vegetais na dieta e as raizes da
planta, contém proteinas, lipideos, carboidratos, minerais, fibras, vitamina A, acido B-nicotinico,
acido ascorbico, tocoferol e B-sitosterol (CHAWLA et al., 1988; VERMA et al., 1976; CSIR,

1962).

O uso medicinal de moringa ¢ amplo e desta forma, varias partes da planta, como as
folhas, raizes, sementes, caule, flores e frutos, tém sido estudadas quanto a agdo na cicatrizacao
de ferimentos (UDUPA et al., 1994, 1998), e quanto as atividades antitumoral (GUEVARA et
al., 1999), anti-hepatotoxica (RUCKMANI et al., 1998), anti-fertilidade (PRAKASH et al.,
1988), analgésica (RAO et al., 2003) e anti-malérica (CACERES, 1991). O uso das raizes da
planta ¢ descrito para o tratamento de asma, gota, reumatismo ¢ inflamagdes internas
(VAIDYARATNAM, 1994; NADKARNI & NADKARNI, 1982; BASU & KIRTIKAR, 1980).
Estudos vém sendo feitos visando o isolamento de compostos bioativos de varias partes da planta

(GUEVARA et al., 1999).



Extratos aquosos das folhas de M. oleifera foram estudados quanto ao efeito na regulagao
hormonal da tiredide, revelando que a administracdo de uma dose 175mg/kg durante 10 dias, leva
a diminui¢cdo dos niveis plasmaticos da triiodotironina (T3) € a um aumento concomitante da
tiroxina (T4) sérica em camundongos Swiss fémeas, enquanto que nos machos ndao houve
diferencas significativas em relacdo ao grupo controle. Estes resultados sugerem que o extrato
aquoso das folhas de moringa age inibindo a conversdo periférica de T4 em T3, o que pode levar

ao uso destes extratos na regulagdo do hipertireoidismo (TAHILIANI & KAR, 1999).

1.3 Sementes de M. oleifera e suas aplicacbes

As sementes (Figura 2) sdo globulares, aladas e apresentam um peso médio de

aproximadamente 3-4 g, e de 1-1,7 cm de didmetro (GOH, 2005).

-
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Figura 2. Vagem e sementes de Moringa oleifera.

O extrato etandlico de sementes de moringa apresentou atividade hipotensiva numa dose
equivalente a 30mg/kg. Neste estudo os glicosideos tiocarbamato e isotiocianato foram isolados e

identificados como os principios hipotensivos de M. oleifera (FAIZI et a.l., 1994, 1998).



Atividade antimicrobiana das sementes foi detectada através do método de difusdo em
disco. O extrato aquoso inibiu o crescimento de bactérias gram-negativa (Pseudomonas

aeruginosa) e gram-positiva (Staphylococcus aureus) (CACERES et al., 1991b).

Oleos comestiveis podem ser extraidos das sementes e os residuos sélidos podem servir
como alimento animal e fertilizante. O 6leo das sementes da variedade “Periyakulum 17 ¢ tido
como excelente fonte de 6leo comestivel para o consumo humano, o qual ¢ aceitdvel como
substituto nas dietas dos 6leos altamente monoinsaturados como o 6leo de oliva, pois possui
propriedades fisicas e quimicas equivalentes as deste; contendo todos os acidos graxos do 6leo de
oliva, exceto linoleico e uma elevada quantidade de tocoferdis (LALAS & TSAKNIS, 2002;
MORTON, 1991; TSAKNIS et al., 1999).

A casca das sementes, que geralmente ¢ descartada, pode ser convertida em carvao
ativado de alta qualidade, através de um processo de etapa unica (carbonizacdo — ativacao) de
pirdlise a vapor, funcionando como um adsorvente de impurezas (GHEBREMICHAEL et al.,
2005; WARHURST et al., 1996). A produgédo de carvao ativado a partir da casca das sementes de
moringa em diferentes condi¢cdes de temperatura e tempo foi avaliada e os produtos resultantes
comparados a carvoes ativados de uso comercial, quanto a capacidade de adsor¢do do fenol, 4-
nitrofenol e azul de metileno; mostrando que os dois primeiros foram rapidamente adsorvidos por
todos os carvdes de moringa nos primeiros trinta minutos enquanto que o azul de metileno teve
uma adsor¢do mais lenta. As caracteristicas adsortivas dos carvoes ativados derivados das cascas
de moringa os tornam competitivos com carvoes de uso comercial (WARHURST et al., 1997).

Um composto mutagénico também foi isolado das sementes tostadas de M. oleifera.
Andlise espectral revelou o mesmo como sendo o 4(o-L-ramnosiloxi) fenilacetonitrila

(VILLASENOR et al., 1989).



Em 1999 Guevara et al., isolaram do extrato etandlico das sementes, oito compostos
bioativos os quais foram avaliados quanto a atividade antitumoral, através do efeito inibidor sob
EBV-EA (Epstein-Barr Virus — early antigen) em linfocitos B ativados, todos os compostos
testados mostraram efeitos inibitérios na inducao da ativacao do EBV-EA

Gupta et al. (2005) concluiram que o p6 das sementes de M. oleifera nao s6 tem uma
potente atividade antioxidante como também apresenta propriedade quelante na toxicidade por
arsénico induzida em ratos. Os autores verificaram que a administragdo oral de uma dose de 500
mg do pdé das sementes’kg durante 4 meses reduziu os niveis sangiiineos de radicais livres,
conferindo significante protecdo aos efeitos toxicos e ao estresse oxidativo induzido pela
exposi¢ao ao arsénico nos animais.

Segundo Janh (1988, 1986) as sementes de M. oleifera possuem propriedades
coagulantes efetivas sendo usadas no processo de purificagdo da dgua e ndo s3o toxicas a
humanos ¢ animais (GRABOW et al., 1985; BERGER et al., 1984) adquirindo entdo, grande
importancia no tratamento de agua para o consumo humano (WARHURST; MCCONNACHIE;
POLLARD, 1996). Nas zonas rurais do Nordeste brasileiro a utilizagcdo das sementes de moringa
no tratamento da agua para o consumo humano tem sido pratica freqiiente (ABAS, 1999;

GERDES, 1997) dada a escassez de agua potavel nesta regido.

Gassenschimidt et al. (1995) utilizaram as sementes trituradas e desengorduradas e
obtiveram a partir de extrato em tampao fosfato, seguido de cromatografia de troca idnica, trés
fragdes contendo atividade floculante. Uma proteina de massa molecular aproximada de 6,5 kDa,
com ponto isoelétrico em torno de 10, foi isolada de uma das fragdes (MO 2.1); analise da
composicdo de aminoacidos revelou um elevado contetido de glutamina, arginina e prolina em

um total de 60 residuos. A comparacdo da sua estrutura primaria com seqiiéncias de proteinas



conhecidas do banco de dados do Laboratorio Europeu de Biologia Molecular
(EMBL/Heidelberg) nao revelou significante homologia. A proteina presente na fragao floculante
MO 2.1 ¢ um coagulante primario altamente especifico e seu efeito foi comparado a um polimero

catidnico a base de poliacrilamida, chamado 554K.

Compostos ativos isolados do extrato aquoso das sementes foram descritos como sendo
proteinas cationicas diméricas, que possuiam peso molecular em torno de 13 kDa e ponto
isoelétrico com valor entre 10 e 11 (NDABIGENGESERE et al., 1995). Estes autores ainda
sugeriram que o mecanismo de coagulagdo envolvendo a proteina de M. oleifera parece consistir
de adsor¢do e neutralizagdo das cargas coloidais.

Comparando-se a eficiéncia do processo de coagulagdo e a qualidade da dgua obtida apos
tratamento com sementes de moringa ou sulfato de alumino, foi revelado que a planta age como
coagulante sem requerer ajustes de pH e sem mudancas na condutividade da adgua. O uso do
sulfato de aluminio requer aditivos quimicos para corre¢do do pH e a condutividade ¢
consideravelmente elevada (de 150 para 842 pohm™. cm™) devido & presenca dos ions sulfato
remanescentes (NDABIGENGESERE et al., 1998). A quantidade de sedimento produzida por
ambos os tratamentos também foi avaliada neste trabalho, estando o tratamento quimico mais
uma vez em desvantagem pela producdo de um volume 4 a 5 vezes maior que o produzido pelas
sementes, 0 que significa um maior impacto ambiental devido a dificuldade de remocao dos
precipitados quimicos formados (AWWA, 1990). Uma vantagem adicional é que o sedimento
produzido por moringa no tratamento da agua é um produto orgénico biodegradavel, que pode ser
utilizado como fertilizante (NDABIGENGESERE et al., 1998).

No sentido de desenvolver melhorias nos métodos de extracdao da proteina coagulante de

M.oleifera, OKUDA et al. (1999) conduziram experimentos testando a eficiéncia da extragdo



com NaCl, KCI, KNOs; e NaNOs. Foi observado que o coagulante obtido da extracdao salina
(MOC-SC) foi mais eficaz na remog¢ao da turbidez da agua, em dose 7,4 vezes menor que a do

coagulante isolado do extrato aquoso (MOC-DW), tido como método convencional.

O coagulante ativo extraido por Okuda et al. (1999) com NaCl 1M foi isolado e
purificado em uma seqii€ncia de processos incluindo dialise, delipidacdo e cromatografia de troca
ionica. Analises quantitativas e qualitativas para determinagdo de proteinas, lipideos e
carboidratos revelou que o composto ativo MOC-SC ¢ um polieletrolito com peso molecular em
torno de 3 kDa (OKUDA et al., 2001). O estudo mostrou que a extragdo aquosa e salina resulta

em diferentes compostos com atividade coagulante.

Santos et al. (2005) isolou de extratos aquosos das sementes uma lectina, WSMoL, e uma
atividade antioxidante, WSMoAC. WSMoL ¢é uma proteina acida com massa molecular de
aproximadamente 20 kDa que tem atividade hemaglutinante para eritrocitos de coelho. A

presenca de inibidor de tripsina e taninos foi também investigada e ndo foram detectados.

1.4 Proteinas bioativas de plantas: lectinas e inibidores de tripsina.

1.4.1 Lectina

Lectinas sdo (glico) proteinas que se ligam reversivelmente e especificamente a mono ou
oligossacarideos (PEUMANS; VAN DAME, 1998). O sitio de ligagdo para carboidratos tende a
ser na superficie da molécula protéica e a seletividade da ligacao ¢ obtida através de pontes de
hidrogénio, interacdes de Van der Walls e hidrofébicas (ALGAVISH; SHAANAM, 1997,

SUROLIA; SHARON SCHWARZ, 1996).



As lectinas podem detectadas por sua habilidade em aglutinar eritrocitos, em certos
casos com alta especificidade (ASKAR, 1986; LIS & SHARON, 1973). Algumas lectinas sao
especificas em suas reagdes com grupos sangiiineos humanos ABO (SHARON & LIS, 1972).
Esta propriedade deve-se a habilidade das lectinas de se ligarem a agucares especificos na
superficie celular (DESHPANDE & DAMODARAN, 1990). Além de hemaglutinagdo, as
lectinas podem promover estimulacdo mitogénica de linfocitos e aglutinagdo de células

cancerosas (LIENER, 1981; LIS & SHARON, 1973).

Embora muitas lectinas reconhecam e se liguem a agucares simples tais como glicose,
manose, galactose, N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina ou fucose, algumas apresentam
maior afinidade para com os constituintes de glicoproteinas, acido sidlico e N-
acetilgalactosamina, encontrados em animais e seres humanos (PEUMANS & VAN DAMME,

1996; NICOLSON, 1974).

Muitas lectinas de plantas sdo toxicas para células animais. Lectinas consumidas na dieta
podem ser inofensivas desde que elas sejam desnaturadas pelo cozimento e proteoliticamente
digeridas no consumo. Contudo, lectinas frescas podem ter efeitos deletérios. Por exemplo, a
lectina de feijdo de soja e a aglutinina de gérmen de trigo induzem a liberagdo de colecistocinina,
sugerindo que esses tipos de lectinas podem ter efeitos diretos na funcdo gastrintestinal e

crescimento (AJIT, 2002).

Em animais experimentais, efeitos toxicos de lectinas apods ingestdo oral, podem ser
devido a habilidade destas substancias em ligar-se a sitios receptores especificos na superficie das
células intestinais, acarretando interferéncia ndo especifica na absor¢ao de nutrientes (LIENER,

1981). As alteragdes da fungdo fisiologica causada por lectinas no intestino, parecem que sio



produtos da sua estabilidade aos processos digestivos e a especificidade pelas células da mucosa

intestinal em diferentes regides (NAKATA & KIMURA, 1985; BRADY et al., 1978).

A atividade inseticida de algumas lectinas de plantas contra algumas classes de insetos
(Coleopteros, Dipteros, Homopteros, Lepdopteros) € descrita por Vasconcelos & Oliveira (2004).
Lectinas ligadoras de manose das plantas monocotiledoneas, t€ém sido relatadas como efetivas no
combate a insetos causadores de pragas agricolas; o provavel mecanismo de ag¢do ¢ a ligacao
especifica da lectina a carboidratos de membrana da superficie celular do trato digestivo do inseto

(BANDYOPADHYAY, et al., 2001; SAUVION et al., 1996).

Uma aglutinina com potente atividade inseticida para as larvas de Besouro do Colorado
(Leptinotarsa decemlineata) foi isolada das folhas de Glechoma hederacea. A lectina, chamada
Gleheda, exibiu uma atividade hemaglutinante para eritrocitos humanos que carregam o antigeno
do Tn (GalNAcal- Ser/Thr) (WANG et al., 2003 a,b).

Mesmo com poucos relatos sobre os provaveis mecanismos de ac¢ao destas lectinas
entomotoxicas, 0 que se supde ¢ que a resisténcia a degradagdo proteolitica pelas enzimas
digestivas dos insetos faz com que possam se ligar as células do intestino destes. No caso das
lectinas ligadoras de quitina, a ligacdo ocorre na membrana peritrofica dos insetos (PEUMANS
& VAN DAMME, 1995; CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991). O epitélio intestinal destes insetos
¢ recoberto por glicoproteinas, fornecendo varios sitios de ligagdo para lectinas (MAJUMDER et

al., 2004).

1.4.2 Inibidor de tripsina
Os inibidores de proteases sdo proteinas de ampla distribui¢do no reino vegetal, capazes

de reduzir ou abolir a atividade de enzimas como a tripsina, quimotripsina, amilase e



carboxipeptidase (BENDER, 1987; XAVIER-FILHO & CAMPOS, 1989). Sao polipeptideos que
ao formarem complexos estaveis com a enzima obstruem os seus sitios de ligacdo inibindo a
atividade catalitica (UDEDIBIE et al., 1998). Geralmente sdo denominados como inibidores da

primeira enzima contra a qual foi testado e na maioria das pesquisas foi investigada a tripsina

(SGARBIERI & WHITAKER, 1982).

Principalmente os inibidores de tripsina encontrados nas sementes de leguminosas, mais
especificamente na soja, foram supostamente responsabilizados pelo baixo valor nutritivo de
leguminosas cruas (XAVIER-FILHO & CAMPOS, 1989). De acordo com Proll et al. (1998) as
leguminosas de maneira geral podem conter fatores antinutricionais e outras substancias nocivas
a saude, desta forma, grdos ndo convencionais com potencial de uso na alimentagdo, devem ser

testados em dietas animais antes da utiliza¢do em dietas humanas.

Inibidores de tripsina sdo antinutrientes que interferem com o processo fisiologico de
digestdo e absor¢@o em nao ruminantes. Esses inibidores sdo destruidos no rimen e por isso ndo
constituem um problema para os animais ruminantes. Em espécies monogastricas inibem o
funcionamento normal das enzimas proteoliticas pancreaticas (HOSSAIN et al., 2002). Inibidores
de tripsina tém sido implicados na redu¢do da digestdo protéica e na hipertrofia do pancreas

(LIENER et al., 1976; HANBURY et al., 2000).

O papel fisiologico creditado a inibidores inclui a regulagdo de proteases enddgenas,
mobilizagdo de proteinas de reserva, proteina de reserva e prote¢do contra enzimas proteoliticas

de parasitas ¢ insetos (Haq et al., 2004).

Bioensaios realizados revelaram a atividade inseticida de inibidores de tripsina isolados
do feijdo de corda (Vigna unguiculata), soja (Glycine Max), batata (Solanum tuberosum), batata

doce (Ipomea batatus) e tomate (Lycospersicum esculentum). A presenga de inibidores leva a



uma taxa de crescimento reduzida (Carlini et al., 2002) ¢ sugere-se que o sitio primario de agao

de inibidores de proteases ¢ o sistema digestivo da larva do inseto (Haq et al., 2004).

Seqiiéncias de DNA que codificam inibidores de serino ou cisteino proteases que
apresentam atividade entomotoxica tém sido incorporadas ao genoma de plantas economicamente
importante tais como, cereais, tabaco e batata visando aumentar a resisténcia das culturas a pestes
(Haq et al., 2004; Carlini et al., 2002). Estudos vém sendo realizados visando avaliar, em plantas
transgénicas que carregam genes de inibidor, as vantagens quanto a resisténcia a pragas € os

potenciais danos ambientais que podem resultar desse processo.
1.5 Importancia epidemiologica do Aedes aegypti

A dengue ¢ dentre as doengas virais de transmissao vetorial, a que mais causa impacto em
termos de morbidade e mortalidade na populagdo mundial em anos recentes e também exige
esforgos e investimentos cada vez mais intensos dos servigos de satde publica (GUBLER, 2002;
WHO, 1997). A dengue ¢ causada por qualquer um dos quatro sorotipos do virus da dengue,
denominados DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4, e tem como principal vetor urbano mosquitos da
espécie Aedes aegypti (TAUIL, 2002), que podem causar a dengue classica e a febre hemorragica
da dengue.

No Brasil, o primeiro registro de casos de dengue ocorreu na década de 1920 e durante
seis décadas seguintes, nao foram relatados casos no pais. O A. aegypti foi erradicado do Brasil e
de mais 17 paises das Américas nas décadas de 1950 e 1960 (TAUIL, 2002; NOGUEIRA et al.,
1999). A reinfestacdo do pais pelo vetor ocasionou epidemias em Boa Vista, Roraima, em
1981/1982, e no Estado do Rio de Janeiro, em 1986, causadas pelo sorotipo 1 do virus.

Em 1990/1991, durante nova epidemia, com a inclusdo do sorotipo 2, notificaram-se

1.952 casos de dengue hemorragica, com 24 mortes (NOGUEIRA et al., 1999). Ainda no ano



2000 foi isolado no Rio de Janeiro o sorotipo 3 (DEN-3), tido como o mais virulento dentre os
demais (SCHATZMAYR, 2000), seguindo-se entre os anos 2001 e 2002 uma epidemia com
elevados niveis de incidéncia (FUNASA 2002).

O A. aegypti tem um ciclo de vida curto e ¢ facilmente mantido e manipulado no
laboratorio. O ciclo de vida completo de A. aegypti dura entre 8 e 15 dias sob condigdes
laboratoriais controladas tais como, temperatura de 25°C, 75-80% de umidade relativa e
fotoperiodo  12/12—claro/escuro  (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994;
MUNSTERMAN & WASMUTH, 1985). Duas vantagens adicionais do uso de A. aegypti em
bioensasios sdo que; (1) os ovos podem ser armazenados por mais de 12 meses antes de eclodidos
(MUNSTERMAN & WASMUTH, 1985) e (2) informagdes substanciais da fisiologia, biologia
molecular e genética, ja sdo conhecidas e disponiveis para esta espécie de mosquito (BEATY &

MARQUARDT, 1996).

O desenvolvimento do mosquito ocorre por metamorfose completa (Figura 3), passando
pelas seguintes fases: ovo, quatro estadios larvais (L;, Ly, Ls e Ls), pupa e adulto (GUBLER,
1998). As pupas permanecem ativas no ambiente aquatico até o momento da eclosdo, quando
mosquitos adultos emergem. Um dia ap6és a eclos@o o mosquito fémea esta apto a acasalar, ¢

entdo de 2 a 3 dias apds ingesta sangliinea, as fémeas irdo por ovos férteis.



Fémea

Figura 3. Representacdo esquematica do ciclo evolutivo
do Aedes aegypti.

O A. aegypti apresenta habitos antropofilicos e as fémeas realizam a hematofagia em
periodo diurno, com maior pico no periodo entre 16 ¢ 18 h (SILVA et al., 2002). Apds realizarem
o repasto sangiiineo necessario a maturacdo dos seus ovos, repousam ¢ ao final da digestdo
procuram sitios para ovoposi¢cdo em pequenas colecdes de agua limpa e parada, localizadas nas
proximidades das casas. Os ovos sdo depositados isoladamente nas paredes internas de
recipientes como tonéis, caixas d’agua, descartaveis, vasos, pneus ou outros contendo agua que
servirdo de criadouro para o desenvolvimento de suas formas imaturas (CONSOLI &

LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

A prevengdo de epidemias de dengue depende fundamentalmente da reducdo
populacional do vetor da doenga no domicilio e peridomicilio principais locais nos quais ocorre

transmissdo (TAUIL, 2002; TEIXEIRA et al., 1999; WHO, 1997). Gubler (2002) ressalta que a



eliminacdo dos recipientes que acumulam agua e servem de habitat para as larvas do A. aegypti

constitui-se no mais efetivo modo de reduzir sua reproducao e dispersao nos centros urbanos.

A opgdo para combater a dengue continua sendo o controle do A. aegypti por meio de
inseticidas quimicos sintéticos usados nas campanhas nacionais. Contudo, t€ém surgido problemas
significativos como o aparecimento de resisténcia devido ao uso freqliente, o que compromete o
controle e favorece a transmissdo de doencas (CARVALHO et al., 2004; LUNA et al., 2004;
FUNASA, 2002; CAMPOS & ANDRADE, 2001; OPAS, 1997; WHO, 1992).

No Brasil, at¢ o ano 2000, O Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD)
utilizava exclusivamente inseticidas quimicos para combater o inseto vetor (FUNASA 2002)
destacando-se os organofosforados e piretrdides que requerem monitoramento constante (LUNA

et al., 2004).

O Ministério da Saude divulgou em 2000, que entre 69 municipios investigados, em 19
deles foi confirmada a resisténcia de populagdes naturais de A. aegypti ao temephos. Outros 16
municipios apresentaram populagdes com indicios de resisténcia em desenvolvimento, incluindo
Recife e Jaboatdo dos Guararapes, os quais passaram ao status de resistentes no ano seguinte
(FUNASA, 2000). A Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) / Ministério da Saude registrou
até a Semana Epidemioldgica n°42 (até 21/10/2006), 280.511 casos de Dengue (SVS, 2006).

Formas alternativas de controle de vetores vém sendo avaliadas, dentre estas merece
destaque o controle biologico com Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), com possibilidade de
uso integrado com os produtos sintéticos (PRACA et al., 2004; POLANCZYK et al., 2003;
ANDRADE & MODOLO, 1991). Produtos importados a base de Bti foram incorporados ao

PNCD em 2001, visando garantir sustentabilidade das agdes de combate ao A. aegypti nos



municipios onde a resisténcia ao temephos foi confirmada (BRAGA et al., 2004; VILARINHOS;
MONNERAT, 2004).

A atividade larvicida do Bti esta relacionada com cristais protéicos, geralmente em forma
bipiramidal, que incluem 4 principais pro-toxinas de pesos moleculares variados. Quando
ingeridos pelas larvas suscetiveis, estes cristais sdo solubilizados no limen intestinal, em pH
alcalino, liberando as pro-toxinas, que sdo clivadas por enzimas proteoliticas em fragmentos
menores, tornando-se toxinas ativas. As toxinas interagem especificamente com receptores da
membrana apical do intestino médio causando sérios danos ao epitélio, que culminam com a
morte da larva (GILL, COWLES; PIETRANTONIO, 1992).

Estudos morfologicos que esclarecem os efeitos toxicos de extratos de plantas sobre
larvas de A. aegypti, auxiliam na compreensdo das diversas formas de agdo desses produtos
(ARRUDA et al., 2003a, b; GUSMAO et al., 2002). A demonstra¢io do local de atuacio e da
forma de acdo tem grande importincia para a potencializacdo de seus efeitos e para o

desenvolvimento do produto inseticida.



2. Objetivos

2.1. Geral

e Avaliagdo de atividade hemaglutinante, inibidora de tripsina e larvicida sobre Aedes

aegypti na agua tratada com sementes de M. oleifera (MoW).
2.2. Especificos
e Determinacdo quantitativa de proteina em MoW obtida em quatro diferentes condigdes.
e Avaliacdo da atividade hemaglutinante de MoW utilizando eritrocitos de coelho.

e Avaliacdo da atividade inibidora de tripsina de MoW utilizando o substrato sintético

benzoilarginina p-nitranilida.
e Determinagdo do efeito de MoW sobre o desenvolvimento larval de A. aegypti.
e Avaliagdo da mortalidade larval.

e Comparacdo morfoldgica entre as larvas tratadas com MoW e o grupo controle (dgua

destilada).
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Abstract

Moringa oleifera seeds have been frequently used as coagulant for water treatment in Brazilian
Northeast, place with high rates of incidence of dengue fever. This paper reports
hemagglutinating activity (HA) in water treated with M. oleifera and the possible advantage of
the M. oleifera water for the dengue vector control. Water (1 L) was treated with 1, 3, 6 and 15
seeds of M. oleifera (MoW). Lectin assay used rabbit erythrocytes. MoW was also evaluated by
trypsin inhibitory activity using N-a-benzoyl-DL-arginyl-p-nitroanilide (BAPNA). Larvicidal
bioassay was performed using dengue vector Aedes aegypti. Development, mortality and
morphological aspects of larvae were analyzed. MoW contains HA and was not able to inhibit
trypsin. Reduction of larvae development was observed after 24, 48 and 72 h of incubation with
MoW. Fourth instar larvae (L4) were detected in control, MoW,; and MoWj3 only. Significant
(p<0.0001) larval mortality was detected in the more active lectin preparation, MoW s (45%).
Morphological changes in L4 incubated with MoW1 were demonstrated at light microscope
level. The results obtained suggest the application of M. oleifera seeds for the control of the
dengue vector. Also, the presence of HA in MoW preparations active on A. aegypti larvae can be
suggest the involvement of lectin in the MoW larvicidal effect.

Key-words: Aedes aegypti; larvicidal activity; lectin; Moringa oleifera.



1. Introduction

In Brazil the incidence of classical and hemorrhagic dengue is around 500,000 cases
annually and, with a mortality index of 5%, the disease causes 24,000 deaths per year (Teixeira et
al., 1999). Aedes aegypti acts as vector and promotes the spreading of four serotypes (DEN-1,
DEN-2, DEN-3 ¢ DEN-4) of the dengue virus. Insecticides have been used for vector control,
mainly organic compounds such as organochlorides, organophosphates, carbamates and
pyrethroids. This method of control has proved to be ineffective and undesirable with
development of insect resistance and environmental pollution due to continued accumulation of

slowly degradable toxic compounds (Palchick, 1996).

The diversity of plants in Brazil stimulates studies with plant extracts aiming isolation of
compounds with insecticide properties. Compounds were evaluated for A. aegypti larvicidal
(Kiran et al., 2006), repellent (Murugan et al., 2007) and oviposition-deterrent (Prajapati et al.,
2005) activities. Larvicidal bioassays were made using A. aegypti 3™ instar (Kiran et al., 2006),

4™ instar (Luna et al., 2005) only or comparing the larval development (Murugan et al., 2007).

Fifty-one ethanolic extracts of leaf, root, seed and stem from Brazilian medicinal vegetal
species were evaluated for effect on A. aegypti fourth stage larvac (L4) and six, showed
significant larvicidal activity (Omena et al., in press). Transmission electron microscopy showed
histological alterations in the midgut of A. aegypti larvae treated with an aqueous extract of
Derris urucu and was observed that larval mortality was associated to peritrophic matrix damage
(Gusmao et al., 2002). This matrix, constituted of proteins, glycoproteins and proteoglycans
(Miller and Lehane, 1993) has important roles in facilitating the digestive process in insect gut

(Terra, 2001).



Plant proteins as lectins and trypsin inhibitors with insecticidal activity have been
described (Carlini and Grossi-de-Sa, 2002) and studies have been made to evaluate protein

potentialities as bioinsecticides as well as to elucidate the action mechanism evolved in this

property.

It has been suggested that insecticidal activity of lectin is due to interference on nutrient
digestion and absorption by their binding to glycosylated receptors at the surface of stomach
epithelial cells (Sauvion et al., 2004), to brush border digestive enzymes of larvae causing
catalysis inhibition (Fitches and Gatehouse, 1998) or to peritrophic matrix (Harper et al., 1998).
Lack of correlation between insecticidal effect and lectin monosaccharide specificity has been
demonstrated (Carlini and Grossi-de-Sa, 2002).

Plant serine proteinase inhibitors with entomotoxic activity on Coleoptera, Hemiptera
and Lepdoptera have been described. The trypsin inhibitor reduce insect growth rate (Carlini and
Grossi-de-S4, 2002) and has been suggested the primary site of inhibitor action is the digestive
system of insect. Bees fed with trypsin inhibitor had reduced midgut proteolytic enzyme activity
(Sagili et al., 2005). It has also been suggested that the interference on larvae development by
trypsin inhibition can be due to impair of biomolecule synthesis such as neuropeptides (Haq et

al., 2004).

The seeds of Moringa oleifera (Moringaceae family) contain lectin and antioxidant
component (Santos et al., 2005). The seeds have been shown to be one of the most effective
primary coagulants for water treatment (Katayon et al., 2005). In the Brazilian Northeast an
emulsion of M. oleifera seeds is used for water turbidity removal in regions of difficult access to
potable water. The water treated with Moringa seed flour is commonly maintained in recipients

and drank by people. The aim of this work was to evaluate hemagglutinating and trypsin



inhibitor activities (HA) as well as the effect on A. aegypti larval development of water treated

with M. oleifera seeds (MoW).

2. Material and Methods

2.1 Plant collection

Moringa oleifera seeds were collected in Recife city, State of Pernambuco, Brazil
Northeast and stored at -20° C with coat. Taxonomic identification was performed and voucher
specimens were deposited under number 73,345 (IPA — Instituto de Pesquisas Agropecuarias de
Pernambuco).
2.2 Moringa oleifera preparations

The water treatment was made according to standard protocol of AS-PTA (Assessoria ¢
Servicos a Projetos em Agricultura Alternativa). The moringa emulsions were obtained by
mixture of distilled water (1 L) and macerated seeds (one, three, six or fifteen) without coats by 5
min under agitation. M. oleifera preparations were obtained for mixture of each moringa
emulsion (1 L) with distilled water (1 L) followed by rapid mixing (1 min), slow mixing (5 min)
and sedimentation (15 min, 27°C). The resultant preparations were named M. oleifera water
(MoW1, MoW3, MoWg and MoW3s). The numeric index corresponded to initial quantity of seeds
used.
2.3 Determination of protein

The protein concentration was estimated in all samples according to Lowry et al. (1951)
using bovine serum albumin (31-500pg ml"') as standard; absorbance at 280 nm was also

measured.



2.4 Hemagglutinating activity (HA)

MoW lectin activities were evaluated according to Correia and Coelho (1995) using
glutaraldehyde-treated rabbit erythrocytes. The hemagglutinating activity (HA) was obtained by
mixing a twofold serial dilution of MoW (50 ul) in 0.15 M NacCl followed by the addition of a
2.5% (v/v) suspension of erythrocytes (50 pl), in microtiter plates (Kartell S. P. A., Italy). Titer

was defined as the lowest sample concentration after 45 min which showed hemagglutination.

2.5 Trypsin inhibitory activity

The assay (Kakade et al., 1969) was made with bovine trypsin (10 pg ml™ in 0.1 M Tris-
HCI, pH 8.0; 20 pl); pre-incubation (37°C, 10 min) of enzyme and MoW preparations (100 pl)
was followed by addition (30 ul) of 4 mM N-a-benzoyl-DL-arginyl-p-nitroanilide (BAPA)
dissolved in dimethyl sulfoxide and diluted with tris buffer. After 30 min at 37°C, 10% (v/v)
acetic acid was added (300 ul). The substrate hydrolysis was followed by measurement of

absorbance at 405 nm. The inhibitory activity evaluated the remaining hydrolytic activity towards

BAPNA.

2.6 Aedes aegypti bioassay

Bioassays were conducted employing A. aegypti eggs maintained for this purpose at
Centro de Vigilancia Ambiental, Recife-Pernambuco, Brasil. Larvicidal activity was performed
as recommended by the World Health Organization (1996). Bioassay was performed with 1%
instar (L1) larvae of A. aegypti. Five larvae were placed into disposable plastic cups containing

the test MoW (20 ml) or distilled water (20 ml) and incubation by 24, 48 and 72 h at 27°C was



performed. The larval development was observed at the start of experiment (to) and 24, 48 and 72
h thereafter. Anatomic-morphologic and morphometric aspects of the abdomen and staining of
the previous region (head) of each larval group were compared with a standard larvae of each
instar fixed in 2.5% glutaraldehyde, 0.1 M sodium cacodylate solution, pH 7.2. To every interval
of 24 h the number of dead larvae in each sample was counted and the mortality rate was
established. 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).

Four replicates for each MoW sample were made using 5 larvae (each).

2.7 Morphologic analysis

Morphological effects of MoW preparations on A. aegypti larvae were evaluated. After 72
h of treatment, larvae from control and MoW treated groups were successively fixed with alcohol
and xylol in different concentrations (70-100%), for 1 h at 27°C and mounted on glass slides with
entelan. Every larval group was examined and photographed using a Leica DM IL inverted
microscope at a magnification of 100x and Camera Leica DFC 280, respectively, under identical

conditions. Leica system software was employed to display the image on the monitor.



2. Results and discussion

Seeds of M. oleifera have been used as an alternative purpose to obtain consumption
water to people with difficult access to potable water. This paper evaluated if plant defense
proteins like lectin and trypsin inhibitor were present in MoW and if the preparations showed
insecticidal activity on A. aegypti. In Brazil it is high the incidence of dengue fever and the
distribution and abundance of dengue vector A. aegypti is strongly influenced by the presence of
man and level of population poverty (Forattini et al., 1993). The biological cycle of vector occurs
in water and since a dengue vaccine is still under development, vector control is the only practical
measure to control a dengue epidemic. M. oleifera coagulants have been described (Okuda et al.,

1995; Ghebremichael et al., 2006).

MoW did agglutinate rabbit erythrocytes (Table 1). MoW;s had the best lectin activity
(SHA of 127.4) and highest protein concentration (0.5 mg/ml). Santos et al. (2005) described the
presence of a water soluble M. oleifera lectin (WSMoL) in water obtained after soaking M.
oleifera intact seeds (7.0 g/1). The authors obtained extracts with high protein concentration (71
to 208 mg/ml) and highest SHA of 0.90 with rabbit erythrocytes. MoW,; was obtained as
recommended (AS-PTA) for water treatment to people consumption. The other preparations were
obtained with a higher number of seeds as protein source. In the present paper conditions used
promoted higher WSMoL solubilization in comparison to Santos et al. (2005); higher SHA was

detected in MoW3 (104), MoWs (95), and MoW 5 (127.4).

Enzyme inhibition assay revealed absence of trypsin inhibitors in moringa preparations.
The substrate BAPA was similarly hydrolyzed after incubation of commercial trypsin with Tris-
HCI buffer (A405 nm = 0.245) or MOW (A405 nm = 0.244). Thus, trypsin inhibitor was not

solubilized from intact seeds (Santos et al., 2005).



The bioassay using A. aegypti larvae evaluated the development of L1 until L4 by 24, 48
and 72 h of incubation with M. oleifera preparations or distilled water (control). Parameters such
as anatomic-morphologic aspects, mobility and number of surviving larvae were evaluated. MoW
retarded larval development (Table 2). L1 was mainly detected after 24 h with MoW while 50%
of evolution for 2™ instar was observed in control group. After 48 h, L3 was mainly detected in
control and in lower number in MoW; and MoWj.and not detected in MoWs and MoWjs.
Incubation by 72 h resulted in evolution for 4™ instar in control and MoW,. Larval development

was practically stopped in the 3" instar in the presence of MoW3, MoW, and MoW s.

The protein concentration, HA and larvicidal activities (Table 1) revealed that MoWs
was the richest protein preparation, with higher HA than MoW,;, MoW; and MoWs, and
significant (p<0. 0001) mortality rate. The reduction of viable larvae number detected with
MoW; was not significant (p=1,000). MoW;s activity in comparison with other Brazilian plants
showed potential use to control A. aegypti. Ethanolic extracts from Annona glabra roots and
Schinus terebinthifolius stem promoted 100 and 35% larvae mortality, respectively (Mendonga et

al., 2005).

MOW results indicated that the larvicidal activity was directly related with amount of
solubilized protein. In fact, lectin concentration was associated with effectiveness in reduction of
insect oviposition (Sadeghi et al., 2006). MoW containing lower HA had no effect on larval
viability. Perhaps, a minimal lectin dose was required to cause mortality like in oviposition
bioassay. Also, the effect of larvicidal grade associated to larval stage should not be disregarded.
A. aegypti 1* instar larvae were more susceptible than the other larval instar to plant methanolic

extracts (Murugan et al., 2007).



It has been suggested that insecticidal activity of lectin can be due to interference on
insect nutrient use binding to digestive enzymes as well as to digestive tract. In vitro assay
demonstrated that Bauhinia monandra leaf lectin influenced the a-amylase activity of insect
larvae (Macedo et al., 2006). Immunolocalization study (Sauvion et al., 2004) revealed that the
stomach was the primary target for Con A but at high lectin concentration the whole aphid

digestive tract was stained; ConA appeared to cross the intestinal epithelial barrier.

Evaluation using inverted optical microscopy was made with larvae incubated (72 h) with
MoWTI1 (Figure 1A) and control (Figure 1B) groups where L4 was achieved in similar quantity
(Table 2). Morphological alterations were detected. MoW 1 treated larvae revealed segments with
hypertrophic aspects (Figure 1A.1) and increased in midgut volume (Figure 1A.2), aspect not
detected in control larvae (Figure 1B.1° and 1B.2’). Light and electron microscopy studies made
with Con A insecticidal lectin and Acyrthosiphon pisum aphid showed binding of lectin with
glycosylated receptors at the surface of digestive tract cells. Con A induced morphological
changes, including epithelial cell distention, enlargement and shedding in the midgut region

(Sauvion et al., 2004).

Plant insecticidal mechanisms involve defense proteins, including serineproteinase
inhibitors and lectins (Haq et al., 2004; Macedo et al., 2006). Trypsin inhibitor was not detected
in MoW and the water showed HA. Although the precise mode of insecticidal action of plant
lectins is not fully understood it is possible the retarded development and mortality of A. aegypti
larvae after incubation with MoW of higher SHA. The larval development effect of MoW 1, water
obtained similarly to people treatment, can be an advantage of M. oleifera seed use inducing

damage to biological cycle of dengue vector.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1 — Photomicrography of anterior midgut region of A. aegypti larvae in fourth instar larvae
(L4) after 72 h of incubation in MoW 1 preparation (A) and distilled water control (B).



Table 1.Characterization of MoW preparations.

Assay MoW; MoW3; MoWs MoWis
Protein (mg.ml™) - 0.077 0.168 0.500
Lectin (titer™) 8 8 16 64
Larvicide (% of mortality) - - - 45

Not detected: (-). Larvicidal value (%) is means (p<0.0001) from four replicates determination after 72h.



Table2. Larval instar (%) at different time of incubation with MoW.

Larval instar Control MoW,; MoW; MoWg MoW ;5
Incubation time (h)

24 48 72 24 48 T2 24 48 72 24 48 72 24 48 T2

L1 50 - - 65 - - 75 15 5 75 35 5 80 83 36

L2 50 25 5 35 60 30 25 50 31 25 65 85 20 17 46

L3 - 75 55 - 40 30 - 35 53 - - 10 - - 18

L4 - - 40 - - 40 - - 11 - - - - - -

Values (%) are means (p<0.05) from four replicates determination. Not detected: (-)



5. Conclusodes

1. Tratamento da agua com sementes de M. oleifera (MoW) solubilizou AH. Inibidor de
tripsina nao foi detectado.

2. A utilizacdo de um maior numero de sementes resultou em MoW com maior concentragcao
de proteinas e AH.

3. Incubagdo de larvas (L1) de A. aegypti com MoW revelou que as preparagdes de moringa
interferiram no desenvolvimento larval.

4. Atividade larvicida foi detectada na preparagdo de maior concentragdo proteica e AH
(MoW15).

5. Alteragdes morfologicas foram identificadas por microscopia Optica nas larvas em L4

apods 72 horas de incubagdo em MoW;.
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Letters to the Editors;
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numbered. Headings must be bold-faced and written in an upper-and-lower case style
[not in caps], while subheadings should be underlined or italicised. Tables and
figures are to be placed at the end of the text, after References. Authors are required
to include: (i) the chemical structure, formula and proprietary name of novel or ill-
defined compounds; (i1) the w/w yield of prepared extracts in terms of starting crude
material; (iii) complete formulation details of all crude drug mixtures; (iv) the
voucher herbarium specimen number of the plant(s) studied in case of less well
known plants, cited using the collector and collection
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number (e.g., Doe 123), and indicating the name of the herbarium institution where it has
been deposited. All plant materials must be fully identified as in the following illustration:
Catharanthus roseus (L.) G. Don f. albus Pich. (Apocynaceae) as authenticated by Dr.
John Doe, Department of Botany, University of Connecticut.

2.4. Guidelines for Plant and Animal Names

All scientific names (Latin binomials) must be underlined or italicised throughout the text
and in the tables and figures. For plant and animal species, full or complete scientific
names, genus-species and the correct authority citation, must be used, when that name
appears for the first time in text. The authority citation may be dropped in subsequent
mention of that name throughout the text. The family name must follow the scientific
name in parentheses when the name appears for the first time in the text. Full scientific
names and the family name of the subject plants/animals must be used in the Abstract.
Synonyms must be indicated in parentheses and preceded by the word "syn." followed by
a colon. Authors are advised to consult the International Plant Name Index (IPNI) (=+

and W3Tropicos (=+ ) web-based
databases to determine the correct spelling of full plant scientific names. Generic names
may be abbreviated (e.g., C. roseus for Catharanthus roseus), provided such practice does
not lead to confusion; generic names, however, must not be abbreviated when the name
appears for the first time in the text. Specific epithets must never be abbreviated; thus, the
use of Catharanthus r. is not allowed.

2.5. Keywords

Authors are requested to assign 3-6 keywords to the manuscript, preferably taken from
Index Medicus or Excerpta Medica Index, for abstracting and indexing purposes. These
keywords should be typed at the end of the Abstract. Each keyword should start with a
capital letter and be separated from each other by a semi-colon.

2.6. Tables, illustrations and graphs Tables should be on separate sheets, one table per
sheet, and should bear a short descriptive title. Footnotes in tables should be indicated by
consecutive superscript letters, not numbers.

Figures should be original ink drawings, photographs or computer drawn figures in the
original, and of high quality, ready for direct reproduction. Xerox copies are unacceptable
as they give unsatisfactory results after final printing. Figures should be drawn in such a
way that they can be reduced to 8 cm in width (i.e., the column width); in exceptional
cases a reduction to a width of 17.5 cm will be allowed. All lettering should be such that
height of 1.2-1.5mm (minimum) of numbers and capital letters results after reduction.
Numerical scales, scale and curve legends, and all other lettering within the figure itself
should be drawn with a lettering guide (stencil) or should be done using stripletters
(Letraset, etc). All figures should have captions. Each figure should be identified in the
margin or at the back in a corner
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with the name of the author and the figure number. The figure captions should be on a
separate sheet. One set of original drawings is required.

Colour illustrations should be submitted as original photographs, high-quality computer
prints or transparencies, close to the size expected in publication, or as 35 mm slides.
Polaroid colour prints are not suitable. If, together with your accepted article, you submit
usable colour figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures
will appear in colour on the web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether
or not these illustrations are reproduced in colour in the printed version. For colour
reproduction in print, you will receive information regarding the total cost from Elsevier
after receipt of your accepted article. The 2006 price for color figures is EUR 285 for the
first page and EUR 191 for subsequent pages.

For further information on the preparation of electronic artwork, please see =+

Please note: Because of technical complications which can arise by converting colour
figures to 'grey scale' (for the printed version should you not opt for colour in print) please
submit in addition usable black and white prints corresponding to all the colour
illustrations.

2.7. References

References should be referred to by name and year (Harvard system) chronologically in
the text (e.g.: Brown and Penry, 1973; Stuart, 1979; Ageel et al., 1987) and listed
alphabetically at the end of the paper. No ampersand should be used and the words "et al."
should not be underlined or italicized. Only papers and books that have been published or
in press may be cited.

For papers in press, please cite the DOI article identifier. The Digital Object Identifier
(DOI) is a persistent identifier which may be used to cite and link to electronic documents.
The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a
document by the publisher upon the initial electronic publication. The DOI will never
change. Therefore, it is an ideal medium for citing Articles in Press, which have not yet
received their full bibliographic information. Unpublished manuscripts or manuscripts
submitted to a journal but which have not been accepted may not be cited. Journal and
book titles should not be underlined or italicised and should be given in full in the
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Examples:
Journals:
Britton, E.B., 1984. A pointer to a new hallucinogen of insect origin. Journal of

Ethnopharmology 12, 331-333.

Books: Emboden, W., 1972. Narcotic Plants. Studio Vista, London, p. 24.

Multiauthor Books:
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Farnsworth, N.R., 1988. Screening plants for new medicines. In: E.O. Wilson and F.M. Peter
(Eds.), Biodiversity, National Academy Press, Washington, D.C., pp. 83-97.

Ethnopharmacological Communications (formerly short communications) are brief
contributions on:
- isolation of biological active compound(s) from a traditional medicine,
- screening of a series traditional medicines for biological activity,
- study on a pharmacological activity of a traditional medicine,
- study on the toxicology of a traditional medicine.
for examples of various formats.
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All manuscripts (except reviews, commentaries and book reviews) must be submitted to
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Each Submission must include a cover letter (containing the declaration that the study was
performed according to the international, national and institutional rules considering animal
experiments, clinical studies and biodiversity rights and a clear explanation of the
ethnopharmacological importance of the study) and a completed Author Checklist
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IV. Copyright regulations for authors
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the exclusive rights to reproduce and distribute the article, including reprints, photographic
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V. Retained authors’ rights
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* post a pre-print version of the article on Internet websites including electronic pre-print
servers, and to retain indefinitely such version on such servers or sites

* post a revised personal version of the final text of the article (to reflect changes made in
the peer review and editing process) on your personal or institutional website or server,
with a link to the journal homepage (on =+ )

* present the article at a meeting or conference and to distribute copies of the article to the
delegates attending such a meeting

« for your employer, if the article is a 'work for hire', made within the scope of your
employment, your employer may use all or part of the information in the article for other
intra-company use (e.g., training)

* retain patent and trademark rights and rights to any processes or procedure described in
the article

« include the article in full or in part in a thesis or dissertation (provided that this is not to
be published commercially)

* use the article or any part thereof in a printed compilation of your works, such as
collected writings or lecture notes (subsequent to publication of your article in the journal)
* prepare other derivative works, to extend the article into book-length form, or to
otherwise re-use portions or excerpts in other works, with full acknowledgement of its
original publication in the journal
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mail for correction. If an author is unable to handle this process, regular print proofs will
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are sent back in ONE communication. Subsequent corrections will not be possible. Only
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author. Additional offprints can be ordered at prices shown on the offprint order form that
accompanies the copyright form.
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policy

Elsevier facilitates author posting in connection with the voluntary posting request of the
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request policy. There will be no need for you to post your manuscript directly with
PubMed Central, and any such posting is prohibited. Individual modifications to this
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