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Resumo: Atualmente hd uma constante busca por métodos alternativos de controle de
nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes. Lectinas vegetais sdo substancias que
exercem diversas fungdes nas plantas que as produzem e constituem uma fonte ampla e
promissora de alternativas aos diversos problemas enfrentados na agropecudria. Diante disso,
0 objetivo da execucao desse trabalho foi avaliar a atividade anti-helmintica de duas lectinas,
Con-A e Con-Br, em estagios larvais de Haemonchus contortus. Foram realizados testes in vitro
(teste de eclodibilidade de ovos e teste de desenvolvimento larvar) com diferentes
concentracdes dessas lectinas em duas populacdes de H. contortus. As concentracdes utilizadas
ndo produziram efeito significativos sobre os ovos, contudo o desenvolvimento larvar dos dois
isolados de nematoides foi inibido por ambas as lectinas. Apesar dos resultados mostrarem que
as lectinas tém acdo de inibicdo de desenvolvimento larvar nos nematoides, é necessario realizar
novos testes para obter dados mais consistentes sobre a sua eficécia.
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INTRODUCAO E OBJETIVO

A producéo de pequenos ruminantes é uma importante atividade pecuéria no estado do
Ceara, contando com expressivos rebanhos de caprinos e ovinos, 1.180.288 e 2.545.649
animais, respectivamente (IBGE, 2022). O parasitismo por nematoides gastrintestinais (NG) é
um dos principais fatores limitantes da producdo desses animais (Souza-Neto et al., 2017) e 0
seu controle depende, em grande parte, do uso de drogas anti-helminticas. Apesar da amplitude
e seguranca desses medicamentos, sua utilizacdo desencadeia o surgimento da resisténcia anti-
helmintica (RAH) nas populacdes de nematoides (Gilleard et al., 2021).

Os sistemas de producdo que utilizam somente anti-helminticos sintéticos como forma
de controle intensificam o processo de RAH, o qual pode inviabilizar a cadeia produtiva
(Chagas et al., 2022). Haemonchus contortus é um importante NG de pequenos ruminantes,
hematofago e amplamente distribuido no mundo (Hoberg; Zarlenga, 2016). A utilizacdo de
substancias e métodos de controle alternativo ao uso de drogas sintéticas contra as infeccGes
por NG ¢é uma das vertentes de pesquisas recentes (Frota et al., 2023).

Lectinas vegetais sdo proteinas ou glicoproteinas bioativas produzidas por uma grande
variedade de espécies. Essas substancias sdo caracterizadas por interagir especificamente com
carboidratos e exercer fungées em importantes processos vitais das plantas (Mishra et al., 2019).
Por exemplo, as lectinas possuem a capacidade de atuar nos mecanismos de defesa contra
doencas causadas por fungos e outros patdgenos. Muitas dessas substancias, inclusive de
plantas de ocorréncia na regido de Caatinga, possuem funcdo hemaglutinante e recebem a
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denominacdo genérica de hemaglutininas (Arcoverde et al., 2014). Essas moléculas constituem
uma fonte ampla e promissora de alternativas aos diversos problemas enfrentados na
agropecuaria e para saude humana (Dias et al., 2015). Diante da hipotese de obter eficacia com
a utilizacdo dessas substancias no controle de NG, o objetivo da execugéo desse trabalho foi
avaliar a atividade anti-helmintica das lectinas de Canavalia ensiformis concanavalina A (Con-
A) e Canavalia brasiliensis concanavalina Br (Con-Br) em estagios larvais de H. contortus.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratdrio de parasitologia da EMBRAPA Caprinos e
Ovinos. Todos os procedimentos envolvendo animais foram autorizados pela Comisséo de
Etica para o Uso de Animais — CEUA da EMBRAPA Caprinos e Ovinos, sob protocolo N°
004/2018.

As lectinas Con-A e Con-Br foram purificadas no laboratorio de bioquimica e biologia
molecular da Universidade Federal do Ceard — UFC e doadas para a realizacdo desse
experimento.

Foram utilizadas duas populacGes de NG. Uma populacdo de campo, denominada nesse
trabalho de nematoides nativos (NAT), foi obtida de um rebanho de conservacdo de racas
localmente adaptadas de caprinos da EMBRAPA Caprinos e Ovinos localizada na cidade de
Sobral, Ceara. A segunda amostra foi obtida a partir de infeccdo experimental com um isolado
de H. contortus sensivel a anti-helminticos (ISE). As amostras de parasitos foram coletadas a
partir de fezes diretamente da ampola retal dos animais e recuperadas pela técnica de
recuperacdo de ovos das fezes. Os testes in vitro realizados para avaliagdo da atividade anti-
helmintica das lectinas foram o teste de eclodibilidade de ovos (TEO) e o teste de
desenvolvimento larvar (TDL). A recuperacao de ovos, TEO e TDL foram delineados de acordo
com as recomendacdes da Associacdo Mundial para o Avanco da Parasitologia Veterinaria
(WAAVP) ambos descritos a seguir (Coles et al., 1992; 2006).

Para cada amostra, um pool de fezes para recuperacdo dos ovos de NG foi macerado e
filtrado, com o auxilio de agua, por uma peneira de malha de 1 mm de abertura. O material
filtrado foi coletado e passou pelo mesmo processo em mais duas peneiras (105 e 55 um). Os
ovos e 0 material resultante da Gltima filtragem foram retidos na malha de uma peneira de 38
pm, descartando-se o liquido filtrado. O material retido foi transferido para tubos tipo falcon
de 50 mL, preenchidos com &gua até 35 mL e centrifugados por 15 minutos a 2500 x g em 27
°C. Apds descarte do liquido sobrenadante foram adicionados aproximadamente 35 mL de
solucdo saturada de sacarose (1 g de sacarose para 0,72 mL &gua destilada) em cada tubo,
agitados para dissolucdo dos pellets e centrifugados novamente nas mesmas configuracoes
anteriores. O sobrenadante foi lavado com solu¢do de NaCl na peneira de 38 pum para remocao
da solugéo saturada de sacarose e obtencéo dos ovos retidos na malha.

Os TEOs e os TDLs foram montados em placas de 24 pocos. No TEO, foram
adicionados em cada po¢o 250 pL da solugdo contendo aproximadamente 100 ovos/100 pL e
250 pL de solucéo tratamento para um volume final de 500 pL. As lectinas Con-A e Con-BR
foram diluidas em agua destilada e testadas nas concentragdes de 0,122 a 500 pg/mL em
diluicdes seriadas de 4 vezes com seis repeticdes cada. Como controle positivo foi utilizado
tiabendazol na concentracdo 0,025 mg/mL diluido em DMSO a 0,3% e DMSO a 0,3% como
controle negativo, ambos também com seis repeticdes. As placas foram incubadas a 27+1 °C
por 48 horas e apos isso, 0s ovos e larvas de primeiro estagio (L1) foram contados em
microscopio invertido.

Os TDLs foram preparados adicionando-se em cada poco 170 pL da solucéo de ovos (+
150 ovos por pogo). Apos isso as placas foram incubadas por 24 horas a 27+1 °C para ecloséo
das larvas. Decorridas as 24 horas, foram adicionados 80 pL de meio nutritivo (Escherichia
coli liofilizada, extrato de levedura e anfotericina B) e 250 pL das solugOes tratamentos. As



lectinas foram diluidas com o meio nutritivo e utilizadas nas concentracfes de 7,8, 15,625,
31,25, 62,5, 125, 250, 500 pg/mL. Como controle positivo foi utilizada ivermectina na
concentracdo de 0,008 pg/mL e agua destilada como controle negativo. Apos adicdo dos
tratamentos as placas voltaram a ser incubadas para um total de sete dias nas mesmas condicoes
anteriores. Ao fim do periodo de sete dias, as larvas de terceiro estagio (L3) de cada pogo foram
contadas em microscopio invertido.

As eficécias dos tratamentos por poco nos TEOs foram calculadas usando a seguinte
férmula: (nimero de ovos/nimero de ovos + nimero de larvas L1) x 100.

As eficacias dos tratamentos por pogo nos TDLs foram calculadas usando a seguinte
férmula: (Média das L3 do controle negativo — nimero de L3 do tratamento/média das L3 do
controle negativo) x 100.

As concentracgdes efetivas para inibir 50% (CEso) e 95% (CEgs) da ecloséo de ovos e do
desenvolvimento de larvas foram calculadas ap6s transformacéo logaritmica usando analise de
regressdo ndo linear (Prism 6.0, GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracgdes das lectinas Con-A e Con-Br testadas nesse estudo ndo foram capazes
de evitar que as larvas de H. contortus eclodissem dos ovos. Nenhum efeito significativo foi
observado contra o isolado ISE, que é sensivel a tratamentos anti-helminticos ou para o isolado
resistente NAT. Resultado semelhante havia sido demonstrado por Batista et al. (2018),
avaliando o efeito de Con-Br sobre ovos de H. contortus, estudo em que ndo foi observado
efeito na eclodibilidade das larvas dos ovos na concentragéo de 1.200 pg/ml.

Nos TDLs as lectinas foram capazes de impedir o desenvolvimento das larvas. As
concentragdes efetivas de Con-A para inibir 50% (ECso) do desenvolvimento larvar de H.
contortus suscetivel (ISE) e resistente a anti-helminticos (NAT), foram respectivamente, de 125
pg/ml e de 116 pg/ml. J& a ECso de Con-Br no desenvolvimento larvar do isolado sensivel ISE
foi de 39,40 pg/ml e de 97,92 pg/ml para o isolado resistente NAT. Na figura 1 estdo
demonstradas as curvas de regressao ndo linear de ECso das duas lectinas para os dois isolados
de nematoides utilizados nesse estudo.
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Figura 1. Curva de regressao ndo-linear do teste de desenvolvimento larvar (TDL) para Con-
A (painel A) e Con-Br (painel B) em isolados de H. contortus susceptivel ISE e resistente
NAT a anti-helminticos. Painel A R? ISE 0,48; RZNAT 0,67. Painel B R? ISE 0,71; R NAT

0,81

Os coeficientes de determinacdo (R?) nos TDLs para as duas lectinas foram
relativamente baixos. Isso implica em uma dificuldade em associar os resultados a obtencédo da
concentracdo de dose-resposta dos nematoides as lectinas. A lectina Con-A ainda ndo havia
sido testada para avaliar o desenvolvimento larvar de H. contortus. No entanto, essa lectina ja



foi testada para avaliar a inibicdo da alimentacio de estagios larvais do parasita por Alvarez et
al. (2012), que, em nematoides nao classificados quanto a sensibilidade a anti-helminticos, foi
identificada uma ECso de inibi¢do da alimentacéo de 58,7 + 11,9 pg/ml.

A acdo de Con-Br sobre o desenvolvimento larvar de H. contortus foi avaliada por
Batista et al. (2018), estudo no qual foi mostrado que essa lectina tem acdo inibitdria
significativa no desenvolvimento larvar dos nematoides, demonstrado pela ECso de 260 pg/ml.
Essa concentracdo se aproxima das encontradas nesse trabalho.

CONCLUSAO

Con-A e Con-Br, nas concentragOes testadas nesse estudo, foram ineficazes para inibir
a eclodibilidade das larvas dos ovos de H. contortus. O desenvolvimento larvar dos nematoides
pode ser inibido pela acéo das lectinas utilizadas nesse estudo em concentragdes razoaveis.

E necessario realizar outros testes com essas lectinas como possibilidade de obter
resultados mais consistentes.
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